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Resumen 
Los baculovirus son virus envueltos cuyo genoma consiste en una molécula de 
DNA doble hebra de entre 80 kpb hasta 180kpb. Los baculovirus han sido 
ampliamente utilizados con fines biotecnológicos. Una de sus aplicaciones más 
difundidas consiste en su uso como bioinsecticidas para el control biológico de 
plagas de insecto. Además, el baculovirus de Autographa californica (AcMNPV) 
ha sido ampliamente utilizado como vector para la expresión de proteínas 
heterólogas en cultivo celular de insecto. Adicionalmente, se ha demostrado que 
los baculovirus poseen una significativa capacidad adyuvante cuando son 
utilizados para inocular diferentes mamíferos, así como la capacidad de 
transducir células de mamífero induciendo la expresión de genes heterólogos.  
Este trabajo de tesis doctoral se centra en la utilización de los baculovirus como 
vectores de expresión de proteínas heterólogas, como vectores de inmunización 
mediante la expresión superficial de antígenos de interés y como vectores de 
transducción de genes para su utilización en estrategias de terapia génica. 
En primer lugar, se utilizó la plataforma de expresión de proteínas recombinantes 
en células de insecto mediada por AcMNPV para expresar la proteína GPC del 
virus Junín (JUNV), agente etiológico de la fiebre hemorrágica argentina. Las 
glicoproteínas de superficie derivadas de GPC son responsables de la 
interacción de la partícula viral con la célula hospedadora y de mediar el ingreso 
a la misma. Por tal motivo, el desarrollo de alternativas vacunales seguras que 
apunten a generar inmunidad específica contra dicha proteína resulta de gran 
interés. En ese contexto, se generó un baculovirus recombinante capaz de 
expresar en cultivo celular de insecto la proteína GPC (Ac-GPC) incorporando 
las glicosilaciones correctas, pero con procesamiento incompleto. El péptido 
señal de GPC, SSP, fue reconocido en el sistema de expresión de células de 
insecto, direccionando la glicoproteína a la membrana plasmática celular.  
Las células infectadas con el baculovirus Ac-GPC permitieron detectar la 
presencia de anticuerpos específicos para JUNV en plasma o suero de pacientes 
de FHA usando formatos de inmunofluorescencia indirecta o de ELISA.  
Además, Ac-GPC resultó inmunogénico: al inocular ratones BALB/c con viriones 
brotantes (BV) pudo observarse la generación de anticuerpos específicos contra 
JUNV.   
En segundo lugar, con el objetivo de desarrollar una plataforma para la 
exposición superficial de antígenos, se generó un sistema que permite obtener 
baculovirus recombinantes que exponen versiones de la proteína GP64 
fusionada a polipéptidos heterólogos. 
La estrategia de baculovirus display apunta a la obtención de memoria 
inmunológica dependiente de baculovirus y se basa principalmente en la 
exposición de uno o más epítopes de interés en la forma de un polipéptido 
quimérico fusionado a la proteína transmembrana mayoritaria de los viriones 
brotantes, GP64. Con algunas modificaciones esta estrategia permite expresar 
los genes seleccionados en células de mamíferos utilizando a los baculovirus 
recombinantes (recBV) como vehículos de transducción, permitiendo la 
generación de una respuesta celular específica, además de humoral. De allí 
nuestro interés en desarrollar un sistema de este tipo para el abordaje de la 
prevención de la fiebre hemorrágica argentina. 
Para comprobar el funcionamiento de los vectores desarrollados tomamos como 
objeto de estudio la glicoproteína de superficie G1 de JUNV. Así, se generaron 
dos baculovirus recombinantes con la capacidad de expresar diferentes 
porciones de la proteína G1 de JUNV en fusión con GP64.  
Se identificó, por métodos bioinformáticos, un péptido que sería responsable de 
la interacción de la proteína G1 de JUNV con su receptor celular. La utilización 
de los BV de los recBV Ac-G1Dis y Ac-G1PD en ensayos in vivo reveló que 
ambos virus inducen la generación de anticuerpos específicos contra JUNV. 
Paralelamente, se desarrollaron vectores que permitieron la generación de 
baculovirus con capacidad transductora en células de mamífero. Esto fue 
evaluado con el baculovirus Ac-ie1GPC y su capacidad transductora se 
evidenció por Western Blot y citometría de flujo.  
En ensayos in vivo inoculando ratones BALB/c con Ac-ie1GPC pudo observarse 
la generación de inmunidad celular específica contra JUNV. Cultivos de 
esplenocitos provenientes de ratones inoculados con dicho baculovirus y pre-
estimulados con JUNV inactivado mostraron actividad citotóxica específica al 
inducir mayores niveles de apoptosis en cultivos celulares con expresión 
superficial de la proteína GPC.  
En función de los resultados alentadores obtenidos, se planea completar el 
estudio con la inoculación de los virus recombinantes Ac-GPC, Ac-G1Dis, Ac-
G1PD y Ac-ie1GPC en modelos animales adecuados y el posterior desafío con 
el agente etiológico. En base a estos estudios se diseñará el desarrollo y 
evaluación de una alternativa a la vacuna que se suministra actualmente, 
pudiendo alcanzar de ese modo a poblaciones de riesgo que en la actualidad no 
pueden ser inmunizadas con una vacuna a virus vivos atenuados.  
Finalmente, en este trabajo exploramos la capacidad de los baculovirus de 
transducir células de mamífero a través de su utilización como vector de terapia 
génica. Para abordar este objetivo tomamos como objeto de estudio al péptido 
pequeño humanina (HN) y su rol en la citoprotección de células tumorales 
adenohipofisiarias. Se diseñó un RNA de interferencia específico de HN y de su 
análogo en rata HNr capaz de regular negativamente la expresión de la misma y 
de revertir su efecto anti-apoptótico en células tumorales GH3. Se realizaron 
ensayos de expresión transitoria empleando un vector plasmídico y se observó 
que el shRNA fue funcionalmente activo.  
Posteriormente, se obtuvo un recBV denominado Ac-shHN capaz de vehiculizar 
el shRNA y al utilizarlo para la transducción de las células GH3 se confirmaron 
los resultados previamente obtenidos con transfección plasmídica y se observó 
que la eficiencia de transducción superó notablemente a la eficiencia de 
transfección. 
Ac-shHN fue capaz de inducir niveles de apoptosis en células GH3 hasta 3 veces 
superiores en relación a un baculovirus control.  
Finalmente, los resultados obtenidos en ensayos in vivo mostraron que la 
inhibición de la HNr endógena tuvo un efecto significativo en la progresión de los 
tumores pituitarios.  
Estos resultados podrían ayudar a diseñar terapias que utilicen HN como un 
blanco potencial para el tratamiento alternativo de tumores hipofisarios y de otros 
tipos tumorales empleando al baculovirus AcMNPV como vector para terapia 
génica.  
En conclusión, el baculovirus AcMNPV fue utilizado de forma exitosa en 
diferentes aplicaciones relacionadas con la salud humana y constituye una 
herramienta poderosa para la expresión de proteínas heterólogas, para el 
delivery de antígenos y de genes tanto para la prevención como para el 
tratamiento de diferentes tipos de enfermedades.  
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Abreviaturas 
 
AAV: virus adeno asociados (del inglés adeno asociated virus) 
AcMNPV: Autogrpha californica multiple nucleopolyhedrovirus 
APC: células presentadoras de antígeno (del inglés antigen presenting cells) 
BSA: seroalbúmina bovina (del inglés bovine serum albumin) 
BV: viriones brotantes o brotados (del inglés budded virus) 
cDNA: DNA complementario 
CTD: dominio carboxilo terminal 
CpG: islas CpG (en esta tesis: patrón de metilación del DNA de baculovirus) 
DC: células dendríticas (del inglés dendritic cells) 
DIG: digoxigenina 
DNA: ácido desoxirribonucleico (ADN) 
dnapol: gen que codifica para la DNA polimerasa 
dsDNA: DNA de doble cadena (double stranded DNA) 
dsRNA: RNA de doble cadena (double stranded RNA) 
ELISA: ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas (del inglés Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) 
F: dominio fusogénico 
FHA: fiebre hemorrágica argentina 
FITC: Isotiocianato de fluoresceína (del inglés fluorescein isothiocyanate) 
gra: granulina 
GTOV: virus Guanarito 
GV: granulovirus 
HN: humanina 
HNr: ratina 
hr: región homóloga (homologous region) 
HRP: peroxidasa de rábano (del inglés horseradish peroxidase) 
hs: horas 
hTfR1: receptor 1 de la transferrina humana (human Transferrin Receptor 1) 
IF: inmunofluorescencia 
IFN: interferón 
IFN-γ: interferón γ 
IL: interleuquina 
INEVH: Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas (Pergamino, 
provincia de Buenos Aires) 
INBIOMED: Instituto de Investigaciones Biomédicas (Facultad de Medicina, 
UBA; CONICET; Buenos Aires) 
JEV: virus de la encefalitis japonesa (Japanese encephalitis virus) 
JUNV: virus Junín 
kpb: kilopares de bases (1000 pb) 
mAb: anticuerpo monoclonal 
MACV: virus Machupo 
MMD: dominio de multimerización (multimerization domain) 
MNPV: Multiple Nucleopolyhedrovirus 
MW: marcador de peso molecular (del inglés molecular weight) 
MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad (del inglés, major 
histocompatibility complex) 
min: minutos 
MOI: multiplicidad de infección (del inglés multiplicity of infection) 
miRNA: micro RNA 
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mRNA: RNA mensajero 
NC: nucleocápside 
no-hr: región no homóloga 
NPV: Nucleopolyhedrovirus 
NK: natural killer 
NW: Nuevo Mundo (del inglés New World) 
OB: cuerpo de oclusión (del inglés occlusion body) 
ODV: viriones derivados de oclusión (del inglés occlusion-derived virus) 
ON: toda la noche (del inglés over night) usado  para tiempos de 12-16 hs 
OPD: o-fenilendiamina (o-phenylenediamine) 
ORF: marco abierto de lectura (del inglés open reading frame) 
ori: origen de replicación 
OW: Viejo Mundo (del inglés Old World) 
pb: pares de bases 
PBS: buffer fosfato salino (del inglés phosphate buffer saline) 
PBST: PBS con Tween 0,1% (v/v)  
PCR: reacción en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction) 
PE: ficoeritrina (phycoerythrin) 
PFU: unidades formadoras de placa (del inglés, plaque forming units) 
polh: poliedrina (polyhedrin) 
recBV: baculovirus recombinante 
RNA: ácido ribonucleico (ARN) 
RNAi: RNA de interferencia 
rRNA: RNA ribosómico 
rpm: revoluciones por minuto 
RT: transcripción inversa o transcriptasa reversa, dependiendo del contexto 
(reverse transcriptase) 
SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante. 
shRNA: del inglés short hairpin RNA 
SNPV: Single Nucleopolyhedrovirus  
SP: péptido señal (del inglés signal peptide) 
SSP: péptido señal estable (del inglés stable signal peptide) 
TA: temperatura ambiente 
TfR1: receptor 1 de la transferrina 
TfR2: receptor 2 de la transferrina 
TGF-β: factor de crecimiento transformante beta (en inglés: transforming growth 
factor β)  
TLRs: receptores tipo Toll (del inglés Toll like receptors) 
TM: dominio transmembrana 
TNF-α: factor de necrosis tumoral alfa (del inglés: tumor necrosis factor α) 
TUNEL: Determinación microscópica de la fragmentación del DNA por incor-
poración enzimatica de dUTP con transferasa terminal en los extremos 3' 
(del inglés: Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) 
UV: ultravioleta 
VSV: virus de la estomatitis vesicular (vesicular stomatitis virus) 
WB: western blot 
wt: del inglés wild type 
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Neologismos y términos en inglés 
 
background: falsos positivos. Cantidad de clones o moléculas no 
recombinantes que dificultan la identificación de aquellos positivos. 
cassette: fragmento de DNA doble cadena que, generalmente, contiene genes 
y otras secuencias destinadas a ser incorporadas en bloque por 
recombinación homóloga a otro DNA 
coating: revestimiento del soporte sólido para ELISA con una proteína o 
complejos de macromoléculas capaces de unirse con anticuerpos u otras 
macromóléculas  
delivery: entrega de una macromolécula o fármaco en una célula o tejido 
mediante un vehículo 
surface display: exposición superficial 
screening: búsqueda de clones positivos 
downstream: "corriente abajo" en una secuencia de DNA (hacia el costado 3') 
feedback: retroalimentación  
ladder: conjunto de marcadores de tamaños moleculares ("escalera" de 
tamaños) 
pseudotyping: modificación de un virus con la proteína de superficie de otro o 
con una proteína recombinante (este tipo de modificación es el más 
habitual, aunque no es el único) 
primer: oligonucleótido iniciador o cebador de DNA cadena simple utilizado 
para PCR 
upstream: "corriente arriba" en una secuencia de DNA (hacia el costado 5') 
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Baculovirus 
Biología de los baculovirus 
Los baculovirus comprenden una familia de virus específicos de artrópodos. Han 
sido aislados a partir de unas 600 especies diferentes de insectos, 
pertenecientes a los órdenes Lepidoptera, Hymenoptera, Diptera, Orthoptera, 
Coleoptera, Neuroptera, Thysaneura and Trichoptera [1, 2]. A pesar de eso, 
hasta el momento sólo se encuentran aceptadas oficialmente especies de 
baculovirus que infectan artrópodos de los órdenes Lepidoptera, Diptera e 
Hymenoptera y de éstas, la gran mayoría de ellas han sido aisladas de 
lepidópteros. Hasta el momento, no se ha observado la infección de baculovirus 
en ningún vertebrado, por lo cual su aplicación y manipulación se considera 
segura para el hombre. El genoma de estos virus, que varía entre los 80 y 180 
kpb, se encuentra en forma de DNA circular de doble cadena y empaquetado en 
una nucleocápside con forma de bastón con un tamaño de entre 40 y 50 nm de 
diámetro y entre 200 y 400 nm de longitud. Las nucleocápsides se encuentran 
envueltas en una membrana lipoproteica. 
Entre las estrategias desarrolladas por los virus para mantener un reservorio 
genético que permita la subsistencia de la especie, las más difundidas consisten 
en permanecer en estado de latencia dentro del hospedador e infectar una 
especie hospedadora alternativa. Sin embargo, estas estrategias no resultan 
adecuadas para los baculovirus, debido al limitado tiempo de vida del huésped, 
su población estacional y cíclica y a los profundos cambios fisiológicos que tienen 
lugar en el ciclo de vida del insecto. 
A lo largo de la evolución, los baculovirus han desarrollado la capacidad de ocluir 
sus viriones en cristales proteicos, conformando cuerpos de oclusión (OB: 
occlusion bodies). Esta adaptación les permite permanecer en estado de latencia 
en el ambiente conservando su viabilidad durante un tiempo prolongado. De esta 
manera, los baculovirus pueden soportar condiciones ambientales adversas 
como por ejemplo desecación, radiación ultravioleta, etc. 
En los comienzos del estudio de la familia Baculoviridae estos se agruparon, en 
base a la morfología de los OB, en dos géneros: Nucleopolyhedrovirus (NPV) y 
Granulovirus (GV). Ambos presentan cuerpos de oclusión característicos, 
visibles al microscopio óptico. Los OB de los NPV resultan fácilmente 
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distinguibles, debido que presentan una estructura poliédrica más grande y 
refringente (0.8-2 µm). Los OB de los GV aparecen como gránulos ovoides 
oscuros que son más difíciles de distinguir debido a su menor tamaño (~0.5 µm). 
Debido a ello los OB de los NPV se conocen como poliedros y los de los GV se 
denominan gránulos. En correspondencia con esta denominación, la proteína 
principal que compone los OB de los NPV se llama poliedrina y la que compone 
los OB de los GV, granulina. En cada OB de un NPV se ocluyen muchos viriones. 
En cambio, en el OB de un GV se ocluye un único virión. A su vez, en los NPV, 
cada virión puede contener varias o una única nucleocápside envuelta en una 
membrana lipoproteica, distinguiéndose de esta forma los NPV múltiples (MNPV) 
y simples (SNPV)[3] (Figura I.1).  
La información aportada por la creciente cantidad de genomas de baculovirus 
secuenciados condujo a la reformulación de la clasificación taxonómica de los 
baculovirus [4-6] (Figura I.2), en la cual se discriminan cuatro géneros de acuerdo 
al hospedador: Alphabaculovirus (NPV específicos de lepidópteros), 
Betabaculovirus (GV específicos de lepidópteros), Gammabaculovirus (NPV 
específicos de himenópteros) y Deltabaculovirus (NPV específicos de dípteros). 
 
Figura I. 1 Esquemas de los tres principales tipos de viriones de ODV. Los OB de GV 
tienen forma granular y contienen un único virión, en tanto que los OB de NPV, mucho 
más grandes que los primeros, son poliedros que contienen múltiples ODV. Los NPV se 
dividen, a su vez, en NPV múltiples y simples, de acuerdo al número de nucleocápsides 
encontradas en cada ODV. Adaptado de Haase, 2013 [3]. 
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Dentro del género de los Alphabaculovirus, Autographa californica Multiple 
Nucleopolyhedrovirus es el más estudiado y utilizado en biotecnología. El ciclo 
de infección comienza cuando una larva suceptible ingiere material foliar 
contaminado con los OB. Los OB se desintegran al alcanzar el intestino medio 
de la larva debido al pH alcalino liberando al primer fenotipo viral: los viriones 
deivados de cuerpos de oclusión (ODV: Occlusion Derived Virus) Los ODV 
inician la infección primaria en las células epiteliales del intestino medio de la 
larva (Figura I.3).  
 
Figura I. 2 Esquema de la nueva clasificación taxonómica de la familia 
Baculoviridae. Adaptado de Jehle et al., 2006 [4]. 
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La progenie viral de la infección primaria consiste en los viriones brotados (BV: 
Budded Virus) que llevan adelante la infección secundaria o sistémica de la larva 
(Figura I.4). Estos fenotipos virales se diferencian en sus eficiencias de infección 
en los diferentes tipos celulares. Los ODV infectan células del intestino medio 
con una eficiencia 10 mil veces mayor que los BV; mientras que estos últimos 
infectan cultivos celulares con una eficiencia de más de mil veces. 
Figura I. 4 Estructura del virión 
brotante (BV) de AcMNPV. La 
flecha amarilla indica la distribución 
de la proteína mayoritaria del BV, 
GP64.  
Figura I. 3 Representación de una larva de lepidóptero. Un cuerpo de oclusión (OB) 
presente en el ambiente es ingerido por la larva comenzando un nuevo ciclo de 
infección. Cuando el OB alcanza el intestino medio se disuelve en el medio alcalino, 
liberando los ODV. La membrana peritrófica, que protege a las células epiteliales del 
contacto directo con el contenido intestinal, es degradada por la acción de proteínas 
presentes en el OB permitiendo el ingreso de los ODV en las células epiteliales 
(adaptado de Rohrmann 2013 [2]). 
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El ingreso de los BV de AcMNPV a la célula hospedadora es mediado por una 
glicoproteína viral de clase III en la superficie del virión denominada GP64 que 
interacciona con un receptor celular poco caracterizado. Esta interacción 
desencadena la vía de internalización endosómica dependiente de clatrina y la 
subsecuente acidificación de la vesícula internalizada. Dicha variación en el pH 
genera un cambio conformacional en la proteína viral GP64 que acerca tanto la 
membrana del virión como la membrana vesicular dando como resultado la 
fusión de ambas. De este modo, la nucleocápside viral es liberada al citoplasma 
y migra al núcleo celular donde el DNA resulta accesible permitiendo el inicio de 
la cascada transcripcional (Figura I.5). 
Figura I. 5 El ciclo de infección en las células somáticas de la larva (excepto en 
células del intestino medio) comienza cuando un virión brotante interacciona con 
la superficie celular y es endocitado (1). Cuando la vesícula endocítia se acidifica, 
la proteína de fusión GP64 media la fusión de la membrana plasmática y la 
envoltura viral liberando la nucleocápside en el citoplasma (2). La nucleocápside 
es entonces transportada al núcleo (3) donde es desensamblada y el DNA viral 
puede ser transcripto y replicado en el estroma virogénico (4). Allí nuevas 
nucleocápsides son ensambladas, egresan del núcleo y on transportadas hacia la 
membrana plasmática donde brotan adquiriendo su envoltura conteniendo la 
glicoproteína GP64 (5). 
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El genoma de AcMNPV codifica para más de 150 genes que se transcriben de 
forma coordinada. En primer lugar, la RNA polimerasa II celular transcribe los 
genes inmediatos tempranos que codifican generalmente para factores de 
transcripción, como IE1, y controlan la transcripción subsiguiente de otros genes 
e incrementan la propia. A continuación el DNA es replicado y el ciclo ingresa en 
un período de transición en la que el DNA se encuentra relajado y los promotores 
tardíos expuestos para la transcripción . 
Los baculovirus codifican en su genoma una RNA polimerasa que transcribe los 
genes tardíos y muy tardíos reconociendo la secuencia promotora viral consenso 
que incluye los nucleótidos DTAAG (donde D representa A, T o G). 
Durante la infección sistémica, las nucleocápsides son ensambladas en el 
estroma virogénico. Las proteínas de la envoltura son traducidas en asociación 
con el retículo endoplásmico, glicosiladas y transportadas e incorporadas a la 
membrana plasmática (vía secretoria). Las nucleocápsides destinadas a 
convertirse en BV dejan el núcleo y son transportadas hacia la membrana 
plasmática donde las proteínas de la envoltura (GP64 y proteína F) se 
concentran y finalmente brotan obteniendo de ese modo sus envolturas [7] 
(Figura I.5). 
De este modo, en primer lugar, son producidos los BV y se desarrolla la infección 
sistémica de todo el insecto. Finalmente, en momentos más tardíos de la 
infección se producen los viriones ocluídos en el núcleo, que se carga de OB y, 
finalmente, éstos se liberan al ambiente al desintegrarse las células (en muchos 
casos se observa la licuación de la larva). 
Los baculovirus han resultado ser herramientas biotecnológicas muy útiles para 
el campo de la agricultura, así como para la salud humana y veterinaria. Una de 
las aplicaciones más comunes consiste en su utilización como agentes para el 
control biológico de plagas de insectos. Si bien se ha invertido mucho trabajo en 
el desarrollo de pesticidas basados en baculovirus, el uso comercial de los 
mismos ha sido limitado. Esto se debe principalmente a la baja velocidad con 
que los virus son capaces de matar al insecto y su limitado rango de hospedador. 
Actualmente muchos grupos de investigación se encuentran trabajando en 
superar estas limitantes y en desarrollar nuevas estrategias para el control 
biológico. Una de ellas consiste en la introducción de modificaciones en el 
genoma del baculovirus para la expresión de proteínas tóxicas para los insectos. 
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Regulación temporal de la expresión génica  
La regulación temporal de la expresión de los genes virales ha sido estudiada 
principalmente en el baculovirus modelo AcMNPV. En este virus la expresión 
tiene lugar en forma de cascada, en la cual la expresión de los genes en una 
etapa determinada requiere la presencia de los productos génicos de etapas 
anteriores. La expresión génica durante el ciclo de infección por baculovirus 
puede ser dividida en cuatro fases temporales: fase temprana inmediata, 
temprana retrasada, tardía y muy tardía (Tabla I.1) [2].  
Genes tempranos  
Los genes tempranos pueden subdividirse en dos categorías: tempranos 
inmediatos y tempranos retrasados (genes α y β). Ambos son transcriptos por la 
RNA polimerasa II de la célula hospedante, sensible a la α-amanitina. Los genes 
α y β difieren en sus promotores y en las secuencias activadoras a distancia 
(enhancers). Los genes tempranos inmediatos son expresados dentro de los 30 
min post-infección, una vez que las nucleocápsides han alcanzado el núcleo [8]. 
Los genes tempranos retrasados requieren de la unión de transactivadores 
virales (sintetizados previamente) a los enhancers para alcanzar niveles de 
expresión máximos. Los promotores de estos genes se asemejan a los 
promotores de genes del hospedante, tienen un motivo TATA box típico y un sitio 
de inicio de la transcripción caracterizado por la secuencia CAGT que se ubica 
25-31 pb downstream del motivo TATA box y son reconocidos por extractos 
nucleares de células no infectadas [9]. La secuencia CAGT está involucrada en 
la eficiencia del inicio de transcripción, probablemente influyendo sobre la 
afinidad por el factor de transcripción TF II D [10-12]. 
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Replicación  
La replicación del DNA se produce en el núcleo de la célula infectada, una vez 
que se acumularon los productos génicos virales expresados durante la etapa 
temprana. Los elementos que actúan en cis requeridos para la replicación (origen 
de replicación u ori) han sido identificados por el análisis de genomas defectivos 
obtenidos luego de varios pasajes virales en cultivo de células de insecto [13, 14] 
y por ensayos de replicación transitorios [15, 16]. La actividad de ori fue 
Tabla I. 1 Etapas en la infección con NPV. La expresión de los genes de los 
baculovirus ocurre en forma de cascada (factores codificados en una etapa son 
necesarios para el desarrollo en las etapas posteriores) y se divide en tres etapas: 
temprana, tardía y muy tardía. La transcripción de genes tempranos depende de la 
RNA polimerasa celular aunque, con la excepción de los genes inmediatos, requiere 
de factores adicionales codificados por el virus. La replicación del DNA es un 
requisito para la expresión de genes tardíos y muy tardíos, los cuales se transcriben 
utilizando la RNA polimerasa viral. (Adaptado de: Romanowski, V. y Ghiringhelli, 
P.D.: “Biología molecular de los baculovirus. Replicación y regulación de la 
expresión génica”, Capítulo V, En: “Los Baculovirus y sus aplicaciones como 
bioinsecticidas en el control biológico de plagas" P. Caballero, M. López-Ferber y 
T. Williams, eds. [12]) 
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encontrada en los baculovirus por estar asociada con las “regiones homólogas” 
(hr, por homologous region) [17]. Las hr contienen secuencias palindrómicas 
interespaciadas con repeticiones directas cortas capaces de formar estructuras 
secundarias y se encuentran dispersas a lo largo del genoma del baculovirus. 
Estas secuencias también pueden actuar como enhancers transcripcionales. La 
presencia de las secuencias hr es una característica común de los baculovirus, 
aunque aún su función no se conoce en profundidad. Además de los ori tipo hr, 
se identificaron secuencias no-hr con actividad ori mediante ensayos de 
replicación transitoria en los genomas del nucleopoliedrovirus de Orgya 
pseudotsugata [18], de Autographa californica [14], de Spodoptera exigua [19] y 
de Spodoptera litura [20]. Estos ori llamados de tipo no-hr carecen de las 
secuencias palindrómicas o repeticiones encontradas en los ori tipo hr. Los ori 
no-hr de diferentes baculovirus no tienen homología estructural entre ellos ni 
semejanza con los ori tipo hr en el mismo genoma. Sin embargo, poseen 
elementos básicos que se encuentran en el consenso de los ori eucariotas tales 
como múltiples repeticiones invertidas y directas, palíndromes y secuencias ricas 
en AT [21]. A diferencia de los ori tipo hr, la presencia y distribución de motivos 
de estructura secundaria dentro de las secuencias ori no-hr es probablemente 
más importante para la actividad ori que la secuencia nucleotídica en sí misma. 
Los elementos que actúan en trans requeridos para la replicación del DNA viral 
incluyen, entre otros, la DNA polimerasa viral (dnapol), p143 (helicasa), lef-1 
(DNA primasa) y lef-2, cuatro genes que han sido encontrados en todos los 
baculovirus secuenciados hasta el momento [22]. Se han identificado cinco 
genes esenciales (p143, ie-1, lef-1, lef-2, y lef-3) y cinco genes estimulantes de 
la replicación del DNA (dnapol, p35, ie-2, lef-7, y pe38) en AcMNPV [23]. En 
ensayos de replicación transitoria, los plásmidos que contienen hr replican a una 
alta tasa [15]. En otros estudios, un plásmido basado en pUC, sin ninguna 
secuencia ori viral, pudo replicarse en células de insecto infectadas formando 
concatémeros y/o integrándose en el genoma viral [24]. Estas observaciones 
apoyarían un mecanismo de replicación de DNA tipo círculo rodante, mientras 
Kool y colaboradores (1995) [25] sugieren una posible combinación de los 
mecanismos de círculo rodante y tipo theta. Oppenheimer y Volkman (1997) [26] 
fueron capaces de detectar múltiples fragmentos de genoma de una unidad de 
longitud en proceso de replicación, sugiriendo que AcMNPV replica en una 
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manera cabeza-cola vía un mecanismo de círculo rodante.  
Genes tardíos y muy tardíos  
Entre las 8 y 24 h. p. i. ocurre la transcripción y expresión de genes tardíos (o 
genes γ), la producción de proteínas estructurales y la formación de BV. Estos 
genes así como también los genes muy tardíos (o genes ) tienen un sitio de 
inicio de la transcripción invariante y universal (A/G/T)TAAG y son transcriptos 
por la RNA polimerasa codificada por el propio virus. Además, en estudios de 
expresión transitoria se demostró que dieciocho genes de AcMNPV son 
esenciales para lograr niveles de expresión óptimos de un gen indicador bajo el 
control de promotores tardíos y muy tardíos (entre ellos, vp39, p6.9, polh y p10) 
[17]. En la fase tardía se expresan, entre otros, los genes que codifican las 
proteínas estructurales dando comienzo a la etapa de ensamblaje de 
nucleocápsides (NC) en el núcleo de la célula infectada [25]. La expresión génica 
muy tardía comienza alrededor de las 18-24 hpi (horas post-infección) y se 
caracteriza por un dramático incremento de la transcripción y expresión de genes 
muy tardíos, y la reducción de la transcripción de genes tardíos. En los 
promotores muy tardíos, a diferencia de los tardíos, el nivel de expresión no 
depende del contexto inmediato en el que se encuentra la secuencia TAAG sino 
de una secuencia denominada burst sequence que se localiza entre el sitio de 
inicio de la transcripción y el codón de inicio de la traducción. En los promotores 
muy tardíos esta secuencia es rica en AT e influye en la actividad del promotor. 
Esta región interactúa con proteínas celulares, las cuales son imprescindibles 
para asegurar altos niveles de transcripción de genes tales como poliedrina (polh) 
o granulina (gra), p10 y otros que codifican proteínas necesarias para formar los 
cuerpos de oclusión [27]. El producto del gen p10 está asociado con la formación 
de extensas estructuras fibrilares en el núcleo y citoplasma de células infectadas 
[28]. También se ha sugerido que podría contribuir a la ruptura de la membrana 
nuclear y la liberación de los cuerpos de oclusión desde las células infectadas 
[29].  
Baculovirus recombinantes para la expresión de proteínas heterólogas 
Dado que polh y p10 no son necesarias para la transmisión de baculovirus en 
cultivo celular y que se expresan en altos niveles durante la infección, sus 
promotores han sido utilizados para el desarrollo de vectores de expresión. La 
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región codificante de estos genes puede ser reemplazada por genes exógenos 
o heterólogos que resultan en la producción de altos niveles de proteína de 
interés [30, 31]. Se ha desarrollado una variedad de mejoras tecnológicas que 
simplificaron los procedimientos tediosos para generar y aislar los virus 
recombinantes y convirtieron al sistema de expresión basado en baculovirus en 
un método seguro y fácil de utilizar [32]. 
Además, los baculovirus han sido utilizados para el desarrollo de estrategias 
basadas en la exposición de péptidos y proteínas de interés en la superficie viral, 
así como para la transducción de células de mamifero utilizando diferentes 
cassettes de expresión. Estos tópicos serán desarrollados más adelante.  
Proteínas de fusión baculovirales 
Los virus envueltos requieren de proteínas específicas que medien la fusión de 
la membrana de su envoltura con la membrana plasmática de la célula 
hospedadora para poder ingresar. Si la fusión ocurre en la superficie de la célula, 
las proteínas de fusión virales suelen actuar a pH neutro. En cambio, si el ingreso 
ocurre por endocitosis mediada por receptor, las proteínas de fusión virales 
exhiben una máxima actividad luego de la acidificación de la vesícula 
endosómica [33]. 
Las proteínas de fusión de los baculovirus median la fusión de membranas en 
un estado endosómico tardío. Por esa razón, la máxima actividad fusogénica en 
proteínas de fusión de baculovirus es observada a valores de pH bajo.  
Los baculovirus pueden ser clasificados en dos grupos diferentes de acuerdo a 
la glicoproteína de superficie que utilizan para mediar la fusión entre la 
membrana endosomal y la envoltura viral. Uno de los grupos se encuentra 
conformado por aquellos virus que utilizan la proteína GP64 como proteína de 
fusión mayoritaria, mientras que el otro grupo se compone de los virus que 
utilizan la proteína F. Esta división coincide con la separación de los NPV de 
lepidópteros en dos grupos mayores: Grupo I y grupo II. Estos grupos difieren 
significativamente en el contenido génico y los miembros del grupo I utilizan 
GP64 mientras que los virus que componen el grupo II no poseen el gen gp64 y 
codifican para la proteína F [34]. 
AcMNPV es el baculovirus más estudiado y pertenece al Grupo I. Los BV de 
AcMNPV poseen en su envoltura la glicoproteína principal de superficie GP64. 
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Si bien la proteína F se encuentra también presente, se ha demostrado que no 
desarrolla ningún rol durante la infección. 
GP64: Función y estructura. 
Las proteínas de fusión virales pueden dividirse en tres clases. Las proteínas de 
clase I contienen péptidos de fusión hidrofóbicos en su extremo N-terminal, las 
de clase II poseen su péptido de fusión en loops internos, mientras que las 
proteínas de fusión de clase III poseen características diversas en lo que 
respecta a su estructura y a sus péptidos de fusión. La proteína de fusión de 
AcMNPV, GP64, pertenece a este último grupo. 
Se ha demostrado que GP64 es capaz de mediar la fusión de membranas en 
condiciones de pH ácido tanto en viriones brotantes como cuando es expresada 
de forma recombinante en líneas celulares. Es una fosfoglicoproteína acilada con 
un ácido graso cerca de su único dominio transmembrana [33]. El marco de 
lectura abierto (ORF) gp64 de AcMNPV codifica para un polipéptido de 512 
aminoácidos con 15 residuos de cisteína que participan en la formación de 
puentes disulfuro necesarios para la conformación de la estructura nativa. 
Se pueden distinguir cinco dominios presentes en GP64 que forman una 
estructura macromolecular muy diferente a la mayoría de las proteínas de fusión 
virales descriptas, aunque GP64 conserva las características generales de una 
típica proteína de fusión viral. Estas características incluyen: 1) un dominio de 
fusión capaz de mediar la fusión entre la membrana celular y la envoltura viral. 
2) un dominio transmembrana (TM) que ancla la proteína a la bicapa lipídica y 3) 
un dominio de multimerización (MMD) que le permite a la proteína formar 
trímeros. La estructura detallada de GP64 se muestra en la Figura I.6. GP64 
contiene además un dominio de 7 aminoácidos denominado cola citoplasmática 
(CTD) en su extremo C-terminal que se encontraría involucrado en la brotación 
del virus (Figura I.6) 
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Los viriones brotantes ingresan a la célula hospedadora mediante endocitosis 
mediada por receptor. GP64 induce la fusión con la membrana endosómica a pH 
bajo. Además, GP64 se diferencia de otras proteínas de fusión en que los 
cambios conformacionales que experimenta durante la fusión de las membranas 
son reversibles [7, 35].  
Utilización de GP64 para el display de proteínas. 
La expresión de gp64 se encuentra bajo el control de un promotor temprano pero 
que en el contexto de la infección viral es regulado para tener su máxima 
actividad en etapas tardías. Es una proteína de 64 kDa que forma trímeros y se 
localiza en la envoltura de los BV con una distribución polarizada (Figura I.4). 
Dado que se trata de una glicoproteína de superficie que expone por fuera del 
virión un dominio exterior relativamente grande, es un buen candidato para 
realizar display superficial de péptidos de interés. De este modo puede 
construirse una proteína GP64 quimérica con secuencias de la proteína de 
Figura I. 6 a.Estructura trimérica de la glicoproteína mayor de 
superficie de los BV GP64 obtenida utilizando la herramiento Make 
multimer del servidor onlin Expasy en www.expasy.org. b. Esquema del 
polipéptido GP64 mostrando los diferentes dominios funcionales 
relevantes para la exposición superficial de antígenos: el péptido señal 
(SP) que es eliminado en la vía secretoria, una región sustituíble por 
otros polipéptidos, el dominio de multimerización (MMD), el dominio 
transmembrana (TM) y el dominio carboxilo terminal (CTD) . 
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interés que puede ser incorporada en la superficie de los BV durante la infección 
de células de insecto [36]. Sin embargo, es necesario conservar una copia intacta 
de GP64 wild type para mantener la infectividad de los viriones. Se ha informado 
que no es necesario conservar la estructura completa de GP64 para la 
construcción de proteínas quiméricas. El péptido señal (SP), el dominio de 
multimerización, el dominio transmembrana (TM) y el dominio citoplasmático 
(CTD) son suficientes para lograr la exposición de proteínas heterólogas en la 
superficie de los viriones brotantes (Figura I.6). 
Baculovirus como inmunógenos. 
La inmunidad innata es la primera línea de defensa de un organismo ante la 
infección de un patógeno. Una de las funciones fundamentales de la misma 
reside en montar una respuesta fuerte y específica expresando factores co-
estimulatorios necesarios para la activación de los tipos celulares intervinientes 
en la respuesta inmune adaptativa. Por ello, un buen inmunógeno será aquél 
capaz de generar una fuerte respuesta innata que conduzca a una activación 
adecuada de la inmunidad adaptativa con la consecuente generación de 
memoria inmunológica [37]. 
En diferentes trabajos se ha demostrado que los baculovirus son capaces de 
transducir líneas celulares de macrófagos e inducir la secreción de diferentes 
citoquinas pro-inflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), 
interleuquina 6 (IL-6) e interleuquina 12 (IL-12), entre otras [38-41]. 
AcMNPV es capaz de activar ciertas poblaciones de células de la inmunidad 
innata y de inducir la secreción de citoquinas proinflamatorias cuando es 
inoculado en mamíferos a través de la vía de señalización dependiente de 
MyD88/TLR9. TLR9 pertenece a la familia de los receptores transmembrana tipo 
toll que reconocen y se unen a diferentes ligandos tanto endógenos como 
exógenos. La vía de señalización a través de este tipo de receptores usualmente 
culmina habitualmente en la producción de citoquinas pro-inflamatorias y la 
consiguiente modulación de la respuesta inmune innata [39, 41].   
El receptor TLR9 es capaz de estimular in vivo el sistema inmune a través del 
reconocimiento de oligodesoxinucleótidos que contienen motivos no metilados 
CpG. Al igual que el DNA bacteriano, el genoma de AcMNPV contiene un número 
significativo de motivos CpG con potencial bioactivo. De hecho, existen estudios 
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en los que se demostró que AcMNPV es capaz de estimular células 
presentadoras de antígeno profesionales (APC: Antigen Presenting Cells) a 
través de esta vía de señalización y que es necesaria la fusión de membranas 
mediada por GP64 y la liberación del genoma viral dentro de pequeñas vesículas 
conteniendo TLR9 para que dicha vía se active [42-44] (Figura 1.7.a).  
Si bien los baculovirus no pueden replicar de manera exitosa en células de 
mamífero o de otros vertebrados, se ha demostrado recientemente que poseen 
propiedades adyuvantes muy poderosas en ratón, promoviendo la generación 
de una respuesta humoral potente así como una respuesta adaptativa celular T 
CD8+ [42, 45]. Por otra parte, también se observó la maduración in vivo de 
células dendríticas y la consecuente producción de citoquinas pro-inflamatorias 
(Figura I.7.c). Chimeno Zoth y colaboradores evaluaron el efecto de la 
administración de baculovirus sobre la inmunidad innata de pollos, encontrando 
una sobre-expresión de IFN-γ e IL-6 en muestras de bazo correspondientes a 
los pollos tratados con baculovirus, así como una disminución en la expresión de 
TGF-β. Estos resultados indican que los baculovirus son capaces de inducir una 
fuerte respuesta pro-inflamatoria [40]. 
Por otra parte, se ha observado que la respuesta inducida por la inoculación de 
BV es muy limitada. Esto es en sí mismo un beneficio interesante ya que los 
baculovirus son capaces de estimular fuertemente el sistema inmune innato pero 
por un tiempo corto, eliminando potenciales daños producidos por una respuesta 
inflamatoria sostenida [40]. Además, Kitajima y colaboradores demostraron que 
la inoculación de ratones con AcMNPV es capaz de inducir la activación de 
células Natural Killer (NK); observándose un incremento de cuatro veces en el 
número de células NK en ratones tratados en relación a los ratones no tratados 
en bazo, hígado, médula ósea y timo [46]. En resumen, la capacidad intrínseca 
que posee AcMNPV de activar una respuesta inmune innata potente lo convierte 
en un cantidato prometedor para su utilización como un vehículo vacunal [43]. 
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Figura I. 7 Resumen de los diferentes tipos de respuesta inmune inducida por 
baculovirus. a. Activación de células inmunes por la inoculación con AcMNPV wild 
type. b. Respuesta inmune generada por AcMNPV realizando display de antígenos 
fusionados a GP64. c. Respuesta inmune generada por AcMNPV codificando para 
un antígeno específico bajo el control del promotor del gen ie1 de CMV. 
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Baculovirus surface display 
Los sistemas de expresión eucariotas son un modelo muy interesante para el 
estudio de grandes estructuras de proteínas eucarióticas y sus mecanismos de 
interacción ya que proveen las modificaciones postraduccionales y el 
plegamiento adecuados para ese tipo de proteínas, a diferencia de los sistemas 
de expresión procariotas que carecen de los mismos. Además, la exposición de 
una proteína determinada en la superficie de un virus resulta ser una estrategia 
exitosa para evaluar las diferentes interacciones de la misma así como sus 
propiedades antigénicas [36]. 
Se han desarrollado numerosas estrategias para la exposición de péptidos o 
proteínas heterólogas en la superficie del BV a través de la fusión de las mismas 
a la glicoproteína mayoritaria de los BV GP64. Por lo general, estas estrategias 
incluyen una copia adicional del gen gp64 de modo tal que los viriones 
recombinantes expresen tanto la proteína wild type (wt) como la proteína 
quimérica y conserven su infectividad. Además, se ha probado que los 
baculovirus que exponen proteínas heterólogas en su superficie son 
inmunógenos efectivos capaces de generar una respuesta humoral específica 
contra dichas proteínas [32]. 
Dado que los baculovirus son capaces de generar una respuesta innata robusta 
a través de la activación de las APC, es esperable que la inoculación con 
baculovirus recombinantes que expresen un antígeno heterólogo en su 
superficie puedan desarrollar una respuesta específica contra dicho antígeno. 
De hecho, numerosos estudios han mostrado que baculovirus recombinantes 
que expresan proteínas GP64 quiméricas en su superficie fueron capaces de 
desarrollar una respuesta humoral muy fuerte específicamente dirigida al 
antígeno expuesto superficialmente (Figura I.7.b). Xu y colaboradores 
demostraron que la inoculación de modelos animales con baculovirus que 
expresaban en su superficie antígenos de diferentes proteínas del virus de la 
encefalitis japonesa (JEV) generó títulos altos de anticuerpos específicos que 
resultaron ser útiles para la protección en contra de la enfermedad. Más 
específicamente, encontraron que la inoculación con dichos vectores vacunales 
produjo una respuesta IgG específica y títulos altos de anticuerpos neutralizantes 
contra el virus, comparables a la vacuna a virus atenuado contra JEV [47-50]. 
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Estos resultados fueron confirmados por diferentes grupos de investigación que 
utilizaron la técnica de baculovirus surface display para el desarrollo de vacunas 
de nueva generación para la protección contra diferentes enfermedades como 
reovirus aviar [51], enterovirus humano [52], influenza [53, 54], malaria [55], etc. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Proteínas quiméricas que conservan la proteína GP64 completa. 
Como fue descirpto anteriormente, existen diferentes estrategias para llevar a 
cabo la exposición de proteínas y péptidos en la superficie baculoviral. Una de 
ellas es la fusión de la proteína de interés a una copia adicional de la 
glicoproteína de superficie GP64 completa. De este modo, la proteína GP64 wt 
y la GP64 quimérica pueden ser incorporadas en la membrana celular y 
posteriormente en los BV. Para llevar a cabo esta estrategia las proteínas de 
interés fueron clonadas en un vector de transferencia de manera tal de obtener 
Figura I. 8 Esquema de diferentes estrategias para exposición superficial mediada por 
GP64. a. Baculovirus surface display con la proteína GP64 completa. b. Baculovirus 
surface display donde se conservan sólo los dominios transmembrana (TM), 
multimerización (MMD) y carboxilo terminal (CTD ). c. Baculovirus display con una 
copia recombinante de GP64 que incluye en fase un péptido pequeño. 
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una fusión intercalando la secuencia de la proteína heteróloga entre el péptido 
señal N-terminal y el resto de la proteína GP64, que conserva su extremo C-
terminal (Figura I.8.a) [36, 56]. La conservación de la función biológica de 
muchas proteínas al ser expresadas en el sistema de baculovirus surface display, 
como por ejemplo la proteína GP120 de HIV, indica que es posible exponer 
proteínas de gran tamaño y estructura compleja en la superficie de los 
baculovirus de forma funcional. 
La ventaja de este método sobre otras alternativas reside en que las secuencias 
que codifican para los aminoácidos necesarios para el transporte de la 
glicoproteína, su maduración e inclusión en los BV se encuentran presentes en 
la secuencia completa de GP64. A pesar de ello, la utilización del ORF completo 
puede acarrear problemas durante la instancia de clonado al gran tamaño del 
vector de transferencia resultante. 
Inserción de péptidos dentro de GP64. 
Otra estrategia muy utilizada consiste en incluir péptidos dentro de la estructura 
nativa de la proteína GP64 de AcMNPV con el objetivo de incrementar la avidez 
del antígeno expuesto. En este caso un péptido corto es insertado dentro de la 
secuencia que codifica para la GP64 wt en lugar de incorporar una copia 
adicional. Numerosos trabajos han demostrado que esta técnica resulta muy 
eficiente en la generación de una respuesta humoral robusta específica contra el 
péptido insertado. Sin embargo, dado que no existe una copia de GP64 wt que 
asegure la correcta fusión de membranas, la manipulación de la única versión 
de la proteína puede generar problemas en la infectividad de los baculovirus 
recombinantes. Por este motivo, los sitios para insertar péptidos foráneos deben 
ser elegidos cuidadosamente. Más aún, la longitud de los péptidos insertados 
también es una condición limitante, pudiéndose insertar péptidos de no más de 
23 aminoácidos. Para péptidos mayores, una solución efectiva puede ser la 
inclusión de una copia adicional de GP64 [57] (Figura I.8.c).  
Partículas pseudo-virales 
El pseudotyping consiste en la sustitución de las proteínas de la envoltura natural 
del virus con proteínas de la superficie de otro virus. Esta estrategia conserva la 
infectividad del virus y permite la evasión de la inactivación mediada por el 
complemento. El método más ampliamente utilizado de pseudotyping de 
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baculovirus basa en el uso de la proteína G del virus de la estomatitis vesicular 
(VSV). Un amplio número de trabajos han demostrado que la proteína G de VSV 
es capaz de mejorar la eficiencia de transducción de baculovirus en células de 
vertebrados [58-61] incluso pudiendo reemplazar a GP64 conservando la 
capacidad de infectar productivamente, replicar y propagarse en células de 
insecto Sf9 [62, 63]. Sin embargo, el pseudotyping se realiza típicamente 
expresando ambas proteínas de fusión, la molécula deseada y GP64. 
Otros grupos de investigación también demostraron un aumento en el delivery 
de genes en modelos animales luego de una inoculación intramuscular directa 
con baculovirus pseudotipados con la proteína G de VSV con respecto a la 
inoculación con baculovirus sin haber realizado pseudotyping [61, 64]. Estos 
resultados sugieren que la modificación de la envoltura de los baculovirus puede 
cambiar sus propiedades inmunogénicas, su tropismo y protegerlos de la 
inactivación del complemento. 
Baculovirus como vectores de transducción de células de mamífero 
El ingreso de los baculovirus en células de mamífero es un evento de suma 
importancia no sólo para la inducción de respuestas inmunes específicas sino 
que también ha cobrado mayor relevancia más recientemente para el 
establecimiento de diferentes estrategias de terapia génica. Inicialmente se 
sugirió que la entrada baculovirus dependía de interacciones electrostáticas [58, 
65]. Recientemente, Makkonen y colaboradores han demostrado que el heparan 
sulfato promueve la unión de los baculovirus y su entrada en células de mamífero 
[66]. Basándose en el mecanismo de la fusión de membranas mediada por GP64 
y de la vía de entrada de los baculovirus en células de insecto, también se 
propuso que la endocitosis y macropinocytosis mediada por clatrina podría jugar 
un papel importante en la entrada de baculovirus [67, 68]. Por el contrario, 
Laakkonen y colaboradores [69] descubrieron que los baculovirus podían entrar 
en algunos tipos de células de mamíferos, tales como las células hepáticas, por 
una vía independiente de endocitosis y macropinocitosis mediada por clatrina lo 
que sugiere que la fagocitosis podría estar involucrada [70]. 
Estos datos sugieren que la vía de entrada de los baculovirus puede variar 
dependiendo del tipo celular y será necesario realizar más estudios para dilucidar 
los mecanismos completos. Sin embargo, todos los estudios determinaron que 
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proteína de la envoltura de los BV GP64 es fundamental para la entrada y para 
la activación de células dendríticas (DC) [41, 71, 72]. 
Una vez dentro de las células, los baculovirus son transportados al endosoma y 
a continuación, las nucleocápsides son liberadas por la fusión mediada por GP64 
[73] y posteriormente transportadas al núcleo [69, 74] mediante un proceso que 
involucra la reorganización del citoesqueleto de actina [68, 75]. Dentro del núcleo, 
el DNA del baculovirus podría ser reconocido por la maquinaria de transcripción 
celular y finalmente podrían expresarse las proteínas recombinantes. 
Baculovirus y la respuesta inmune celular. 
Además de infectar determinados cultivos celulares de insecto, los baculovirus 
son capaces de ingresar en diferentes tipos celulares de otras especies animales 
como por ejemplo células humanas, de ratón, de conejo, porcinas, bovinas, de 
peces y células aviares y, de esta manera, transducir o introducir su DNA [76, 
77]. Además, se ha observado que los baculovirus son capaces de transducir 
células madre embrionarias, células madre adultas y células madre 
pluripotenciales inducidas [70]. 
Los baculovirus son más seguros que otros vectores de transducción ya que no 
se ha observado integración de su DNA dentro del genoma de las células 
hospedadoras ni replicación viral [70, 78]. Asímismo ha sido demostrado que los 
humanos no poseemos anticuerpos ni células T específicas pre-existentes 
contra los baculovirus, a diferencia de otros vectores de transducción que deben 
sortear el obstáculo de la inmunidad pre-existente [79].  
 Entonces, la secuencia codificante para la proteína de interés puede incluirse 
en el genoma viral bajo el control de un promotor adecuado que sea reconocido 
por el organismo blanco. La inoculación posterior de un modelo animal con el 
baculovirus recombinante resulta en la expresión de la proteína heteróloga 
dentro de diferentes tipos celulares. La expresión de un polipéptido extraño en el 
interior celular conduce al procesamiento del mismo por la vía del proteasoma y 
a la presentación antigénica por la vía MHC de clase I. De esta forma, gracias a 
la capacidad adyuvante y a la posibilidad de transducir células de mamíferos, los 
baculovirus son capaces de inducir fuertes respuestas inmunes de tipo celular 
(Figura I.7.c). 
Yoshida y colaboradores [55] han desarrollado un sistema de expresión dual 
basado en baculovirus con el objetivo de desarrollar vacunas multifuncionales 
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con la capacidad de inducir tanto una fuerte respuesta humoral como celular. 
Por otro lado, Hervas-Stubbs y colaboradores [38] demostraron que los 
baculovirus inducen fuertes respuestas inmunes humorales y celulares por la co-
administración de tipo salvaje AcMNPV y un antígeno purificado. Demostraron 
que los viriones brotantes tienen fuertes propiedades adyuvantes, permitiendo la 
generación de respuesta humoral y respuesta citotóxica (CTL) contra el antígeno 
co-administrado. Observaron también que los baculovirus son capaces de 
inducir la maduración de las células dendríticas (DC) y la producción de 
mediadores de inflamatorios que actúan directamente sobre los linfocitos B naïve 
y los linfocitos T CD4 + y CD8 +, promoviendo la expansión clonal y la 
diferenciación de los mismos [80]. 
Otras Aplicaciones 
El uso de baculovirus como vectores para la generación de la inmunidad no es 
la única aplicación posible para estos virus. Su capacidad para transducir células 
de mamífero y su capacidad para permitir la introducción de grandes cantidades 
de DNA heterólogo en sus genomas representan notables ventajas. En 
sumatoria con los beneficios de bioseguridad de los baculovirus en comparación 
con otros vectores virales, estas características hacen que los vectores basados 
en baculovirus sean atractivos para la transducción de vertebrados. 
En esa línea, han surgido numerosos trabajos en los que los baculovirus han 
sido utilizados como vectores de terapia génica. 
 
El presente trabajo de tesis doctoral abordará diferentes aplicaciones 
biotecnológicas de los baculovirus, más específicamente su uso como vector 
para la expresión de proteínas heterólogas aprovechando sus beneficios para el 
desarrollo de una plataforma simple y económica para el diagnóstico, su uso 
para la exposición superficial de antígenos y su capacidad vacunal y, finalmente, 
su uso como vector de transducción de células de mamífero tanto para la 
generación de respuesta inmune celular como para el desarrollo de estrategias 
de terapia génica.
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Objetivo general  
 
El objetivo general del presente trabajo consiste en desarrollar una plataforma 
para la generación de baculovirus recombinantes (recBV) con la capacidad de 
exponer superficialmente antígenos (Baculovirus Surface Display) y, por otra 
parte, con la capacidad de mediar la transducción de genes en mamíferos.  
Para evaluar las herramientas generadas se utilizarán dos modelos de estudio: 
En primer lugar, se planteó generar recBV para ser probados como una 
alternativa al diagnóstico y a la vacunación con cepas virales atenuadas contra 
la fiebre hemorrágica argentina (JUNV: virus Junín). En segunda medida, se 
propuso obtener recBV transductores capaces de inducir la expresión de RNA 
de interferencia con utilidad terapéutica contra tumores pituitarios. 
 
 
Objetivos específicos 
En el contexto del objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos 
específicos que serán desarrollados a lo largo del presente trabajo doctoral: 
1. Expresión del precursor de la proteína de superficie GPC de JUNV en el 
sistema de células de insecto y baculovirus para su explotación en el 
diagnóstico y prevención de la enfermedad. 
2. Diseño y construcción de un plásmido de transferencia para la expresión de 
proteínas de fusión con porciones de GP64 y su exposición en la superficie 
de partículas virales brotantes (BV) de AcMNPV.  
3. Amplificación y clonado de diferentes secuencias comprendidas dentro del 
marco abierto de lectura (ORF) correspondiente a la glicoproteína de la 
superficie G1 de JUNV y obtención de los recBV. 
4. Generación de vectores para la obtención de recBV con capacidad 
transductora con aplicaciones inmunológicas y en terapia génica.  
5. Evaluación de la respuesta generada por los vectores baculovirales utilizados 
en diferentes modelos animales.
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Introducción 
La fiebre hemorrágica argentina (FHA) es una enfermedad aguda grave de 
etiología viral que se presenta con características endemoepidémicas en las 
llanuras agrícolas del centro de Argentina [81]. Su incidencia es principalmente 
estacional [82, 83]. 
Desde su aparición en la década de 1950, se han registrado epidemias anuales 
[84] con una alta tasa de letalidad durante lo primeros años hasta que luego se 
redujo notablemente, primero con medidas de contingencia adecuadas y, más 
significativamente, con el uso de plasma inmune de pacientes convalecientes 
para el tratamiento [85, 86]. 
Los brotes anuales de FHA suelen ocurrir desde finales de verano hasta 
mediados del invierno, y coinciden con la cosecha de maíz y con el aumento de 
la población de roedores silvestres Calomys musculinus, entre otros [87]. Se cree 
que la aparición de la enfermedad a mediados de 1950 se debió a los cambios 
realizados en los diferentes hábitats naturales por parte de actividades humanas 
principalmente relacionadas con la agricultura. Estas modificaciones 
ambientales han favorecido el crecimiento de la población de C. musculinus y 
facilitaron su contacto con los seres humanos. Hay, sin embargo, casos urbanos 
en los que el origen de la infección no es fácil de establecer. Desde la primera 
descripción de la enfermedad en la década de 1950, se han observado brotes 
anuales ininterrumpidos en una región que se extiende progresivamente en el 
centro-norte de Argentina [84, 88]. 
En 1958, los casos se limitaron a un área de aproximadamente 16.000 km2, con 
una población de riesgo estimada en 270.000 habitantes. En 1963, fueron 
confirmados casos en el sudeste de la provincia de Córdoba, y entre 1964 y 1967 
se vieron afectadas nuevas zonas en la provincia de Buenos Aires y en el sur de 
la provincia de Santa Fe [89, 90]. En la actualidad, la región endemoepidémica 
se extiende por un área de aproximadamente 150.000 km2, con una población 
estimada en más de 5.000.000 de personas [84].  
La población en situación de riesgo se compone principalmente de los 
trabajadores del sector agropecuario, que se infectan con la orina, la saliva o la 
sangre de los roedores infectados que se dispersa en forma de polvillo y 
aerosoles en la época de la cosecha [87, 91]. 
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La FHA presenta un período de incubación que puede variar de 6 a 12 días, 
terminando con la aparición de fiebre, por lo general asociado con un síndrome 
similar a la gripe que puede incluir mialgia, dolor de cabeza, bradicardia relativa, 
conjuntivitis, náuseas, vómitos y diarrea durante la primera semana. Los 
primeros síntomas de la insuficiencia cardíaca aguda difieren de las de las 
infecciones respiratorias agudas por la ausencia de dolor de garganta, tos o 
congestión nasal. Al final de la primera semana de la evolución, puede 
presentarse oliguria y diferentes grados de deshidratación, los síntomas 
neurológicos son comunes y, en pacientes de sexo femenino, suele presentarse 
metorragia leve a moderada, siendo en algunos casos el primer síntoma de esta 
enfermedad. En la segunda semana de la enfermedad, alrededor de 75% de los 
individuos infectados comienzan a mejorar, mientras que el 25% desarrolla 
trastornos neurológicos más severos o hemorragia grave [83, 92, 93]. La fiebre 
persiste, mientras pueden observarse petequias en la mucosa oral y la región 
axilar, así como sangrado gingival. Asimismo, pueden presentarse signos 
hemorrágicos más severos incluyendo hematemesis, hemoptisis, epistaxis, 
hematomas, metrorragia y hematuria. También pueden presentarse síntomas de 
afectación del Sistema Nervioso Central en forma de hiporreflexia y confusión 
mental. Cuando es grave, puede progresar para incluir arreflexia, hipotonía 
muscular, ataxia, temblores y aumento de la irritabilidad, seguido de delirio, 
convulsiones generalizadas y coma (Figura II.1) [92, 94, 95]. 
La FHA se manifiesta clínicamente en casi 2 de cada 3 individuos infectados y la 
tasa de mortalidad puede alcanzar un 30% en los pacientes no tratados. La 
terapia más utilizada es el tratamiento con plasma inmune que consigue reducir 
la mortalidad a menos del 1%, aunque esta terapia específica es eficaz sólo 
cuando se inicia durante la primera semana de la enfermedad [83]. 
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Esta enfermedad emergente fue reconocida por primera vez en 1955 y su agente 
etiológico se caracterizó y se denominó virus Junín (JUNV) por el sitio geográfico 
donde fue aislado por primera vez [96, 97].  
El JUNV es transmitido por roedores y pertenece al género Mammarenavirus 
dentro de la familia Arenaviridae [98]. A su vez los Mammarenavirus pueden 
clasificarse serológica y geográficamente en arenavirus del viejo mundo (OW: 
Old World) y arenavirus del nuevo mundo (NW: New World). Al igual que otros 
miembros de la familia Arenaviridae, las partículas virales del JUNV son 
envueltas, pleomórficas, de aproximadamente 120 nm de diámetro y contienen 
Figura II. 1 Esquema del ciclo del virus en la naturaleza y los tipos 
celulares afectados durante el curso de la FHA [91]. 
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una o más copias de nucleocápsides circulares con simetría helicoidal 
acompañadas por un número variable de ribosomas [99, 100]. Su genoma consta 
de dos segmentos de cadena simple de RNA: S (small de ~3,5 kb) y L (long de 
~7,3 kb). Cada segmento tiene dos marcos de lectura abiertos (ORF: Open 
Reading Frame) no solapados y de sentido opuesto [101]. Los ORF de polaridad 
opuesta están separados en ambos RNA por una región intergénica no 
codificante que forma una estructura secundaria estable [102, 103]. El segmento 
L codifica tanto para la proteína de matríz Z de 94 aminoácidos y para la RNA-
polimerasa viral L dependiente de RNA de 2210 aa. El segmento S a su vez 
codifica tanto para la proteína de la nucleocápside N (564 aa), así como para el 
precursor de la glicoproteína GPC (485 aa) (Ghiringhelli et al, 1991; Goñi et al, 
2006; Salvato et al, 2011). GPC se sintetiza como una única cadena polipeptídica 
y después de la traducción se escinde para producir las glicoproteínas del virión 
maduro G1 (192 aa), G2 (235 aa) y un péptido señal estable SSP (58 aa) [104, 
105]. A su vez, SSP, G1 y G2 forman trímeros que decoran en forma de espículas 
la superficie del virus (Figura II.2). 
La glicoproteína G1 está situada en la parte superior de la espícula y media la 
interacción del virus con receptores específicos de la superficie de la célula 
hospedadora [106]. La glicoproteína G2 es similar a otras proteínas de fusión 
virales y es la encargada de mediar la fusión entre la membrana plasmática 
Figura II. 2 Esquema de la parícula viral de JUNV y de las espículas formadas 
por G1/G2/SSP [91]. 
Ribosoma 
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celular y la envoltura lipídica viral [107]. El SSP, por su parte, es generado por 
escisión del polipéptido por la peptidasa señal, pero a diferencia de los péptidos 
señal convencionales es estable, inusualmente largo (58 aa.) y miristoilado [105]. 
Además, contribuye a la actividad fusogénica de G2 [108] a través de su región 
C-terminal [109, 110].  
El ciclo replicativo de JUNV comienza con la interacción de G1 con el receptor 
de la transferrina humana (hTfR1) de la célula hospedadora. Esta interacción 
conduce a la endocitosis dependiente de clatrina. Cuando el endosoma se 
acidifica lo suficiente, la proteína G2 media la fusión de las membranas liberando 
el contenido del virión al citoplasma. Allí inicia la transcripción temprana y la 
expresión de las proteínas N y L. A continuación, ocurre la replicación del RNA 
viral. Este evento conduce a la transcripción tardía y la expresión de la proteína 
Z de matríz y la síntesis y maduración de las glicoproteínas de superficie. 
Finalmente, una vez localizadas las glicoproteínas en la superficie de la 
membrana plasmática la proteína Z media el ensamblado y brotación de las 
partículas virales [111] (Figura II.3). 
Figura II. 3 Ciclo replicativo de JUNV en una célula suceptible (Adaptado de 
Romanowski y colaboradores, 2017). 
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La FHA es una enfermedad de notificación obligatoria en Argentina. En la 
actualidad, el diagnóstico de FHA para establecer una terapia específica se basa 
en los datos clínicos y de laboratorio. Durante la fase temprana de la enfermedad, 
las manifestaciones clínicas son inespecíficas y se pueden confundir con varias 
condiciones febriles agudas. Por lo tanto, es necesario realizar recuentos de 
plaquetas. Si los valores obtenidos se encuentran por debajo de 100.000 / mm3 
en combinación con recuentos de glóbulos blancos por debajo de 2500/mm3, y 
se trata de pacientes que habitan o frecuentan las zonas endémicas, pueden ser 
considerados individuos en riesgo [84]. 
La seroconversión se produce en etapas tardías de la infección, por lo que las 
pruebas serológicas no son marcadores útiles en las primeras etapas de la 
enfermedad. La aparición de anticuerpos neutralizantes anti-JUNV, que 
consisten principalmente en anticuerpos del subtipo IgG1, suele ocurrir a partir 
del día 12 [86]. El diagnóstico serológico, sin embargo, puede hacerse por 
fijación del complemento, ensayos de inmunofluorescencia indirectos, ensayos 
de neutralización y ELISA. Debido a su sensibilidad y especificidad, ELISA es el 
método habitual de elección para el diagnóstico etiológico de los casos 
notificados de forma retrospectiva y para la vigilancia de la zoonosis [112, 113]. 
Más recientemente, un ELISA más preciso se desarrolló empleando la proteína 
JUNV N recombinante [114]. La inmunohistoquímica se utiliza generalmente 
para examinar muestras de órganos de autopsia y confirmar la etiología [93]. 
Dado que la terapia de plasma inmune es capaz de reducir la mortalidad cuando 
se realiza durante los primeros 8 días de la infección, la disponibilidad de pruebas 
que permitan el diagnóstico rápido y temprano es fundamental, así como 
herramientas moleculares que permitan la correcta y eficiente elección de los 
plasmas inmunes más eficientes para la neutralización del virus y por ende para 
el tratamiento. En este contexto, se estableció un ensayo basado en RT-PCR 
para el diagnóstico rápido validado con muestras de pacientes [82, 115]. Más 
recientemente, fue posible detectar 0,5 TCID50 a partir de muestras de cultivo 
celular infectado con JUNV a través de un ensayo de RT-PCR en tiempo real 
[116]. Sin embargo, este último ensayo aún no ha sido utilizado con muestras 
clínicas o en el campo. En la actualidad, el análisis de RT-PCR para detectar el 
genoma de JUNV parece ser la prueba más sensible, rápida y temprana para el 
diagnóstico específico de la infección. 
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Actualmente se encuentran disponibles anticuerpos monoclonales específicos 
de JUNV (mAb) y por ende pueden encontrarse aplicaciones interesantes para 
el análisis de muestras de sangre u otro tejido de pacientes o roedores salvajes 
capturados en los programas de vigilancia epidemiológica [117, 118].  
Un esfuerzo de colaboración llevado a cabo por los gobiernos de Estados Unidos 
y Argentina en la década de 1980 llevó a la producción de una vacuna a virus 
atenuado contra el virus Junín [119]. La disponibilidad de la vacuna contribuyó a 
una reducción sustancial en el número de casos con insuficiencia cardíaca aguda 
en los últimos años [84, 120]. Sin embargo, dada su naturaleza de virus atenuado, 
la vacuna no puede ser suministrada a infantes, individuos inmunodeprimidos o 
inmunocomprometidos como embarazadas. Es por ello, que resulta necesaria la 
generación de vectores vacunales alternativos para de ese modo alcanzar a 
todos los sectores de la población.  
Dada la importancia del complejo G1/G2/SSP en el ingreso y la infectividad de 
JUNV, resulta de particular interés expresar el precursor GPC en un sistema 
adecuado que permita obtener cantidades significativas de la proteína procesada 
correctamente. 
En ese sentido, los vectores de expresión basados en baculovirus son muy 
ventajosos debido a los altos niveles de expresión cuando el ORF de interés se 
encuentra bajo el control del promotor de muchos de los genes tardíos. Los 
baculovirus, como ya se ha mencionado anteriormente, son muy seguros dado 
que no pueden replicar fuera de su organismo hospedador y son de fácil 
manipulación en el laboratorio a diferencia de otros vectores virales [76]. Los 
baculovirus a los que se les ha incorporado la secuencia codificante para una 
proteína heteróloga son utilizados para infectar células de insecto o larvas donde 
se expresan altos niveles delproducto heterólogo. Debido a que se trata de un 
sistema eucariota, este tipo de sistema de expresión provee muchas de las 
modificaciones post-traduccionales necesarias, a diferencia de los sistemas 
procariotas que no son capaces de hacerlo. Las células de insecto utilizadas en 
estos sistemas de expresión derivan de lepidópteros y su mantenimiento en 
cultivo es relativamente sencillo, ya que no requieren de una atmósfera 
controlada e incluso pueden adaptarse a crecer en un medio de cultivo sin suero.  
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Además, algunos tipos celulares de insecto pueden crecer en suspensión y de 
este modo permiten el escalado de la producción de proteínas recombinantes en 
biorreactores [121]. 
Cuando se genera un recBV para dirigir la expresión de una proteína heteróloga, 
suele utilizarse un promotor viral para controlar la expresión. Por esta razón los 
factores de transcripción virales suelen ser requeridos para la expresión del gen 
foráneo. Esto permite, además, contar con un sistema inducible por la infección 
viral. 
Uno de los avances tecnológicos más importantes en la ingeniería genética de 
los baculovirus fue el desarrollo de genomas virales capaces de replicar en 
células bacterianas como cromosomas artificiales bacterianos. Estos recBV son 
llamados bácmidos y han sido modificados para contener los replicones clásicos 
de los cromosomas artificiales bacterianos. De esta forma, se puede propagar 
fácilmente el genoma baculoviral en bacterias [3]. 
Un problema frecuente a la hora de trabajar con bácmidos es la presencia de 
bácmido parental, es decir, de moléculas de bácmido no recombinante incluso 
en la misma colonia dónde se encuentra el bácmido modificado y a pesar de la 
selección con antibióticos o la selección blanco/azul. Para sortear este problema, 
se generaron bácmidos que incorporaron un sistema de selección negativa, para 
de este modo eliminar aquellas bacterias que contuvieran moléculas del bácmido 
parental. Finalmente, la tecnología de los bácmidos dio un salto hacia el 
desarrollo de sistemas que permitieron la generación de baculovirus sin 
background. Estos sistemas se basan en la recombinación homóloga entre un 
bácmido AcMNPV incapaz de replicar en células de insecto y un vector 
plasmídico de transferencia que incluye el gen de interés y el gen viral que falta 
en el bácmido. En uno de los sistemas, la deficiencia de la replicación se debe a 
una deleción en el gen esencial orf1629, y la recombinación entre el bácmido y 
el vector de transferencia (que contiene el orf1629) permite la recuperación del 
gen esencial. De este modo, sólo los recBV pueden replicar y no es necesario 
emplear un método tedioso de selección, facilitando la rápida obtención de recBV 
[122]. 
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En este capítulo se describe la utilización del baculovirus AcMNPV como vector 
para la expresión del precursor de la glicoproteína de superficie del JUNV en 
cultivo celular de insecto y la aplicación del mismo como antígeno útil para la 
generación de memoria inmunológica, así como para su aprovechamiento como 
una herramienta para el diagnóstico.  
 
 
Objetivos específicos 
 
1. Clonado de la secuencia codificante para GPC en el vector de 
transferencia pBacPAK9 y generación del recBV. 
2. Detección de la proteína recombinante en células de insecto 
infectadas. 
3. Diseño de un inmunoensayo para la selección de plasma inmune 
específico y para el diagnóstico serológico.  
4. Detección de la proteína recombinante en el recBV obtenido e 
inoculación del modelo animal. 
5. Evaluación de la respuesta inmune humoral generada por el vector 
baculoviral utilizado. 
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Materiales y métodos 
 
Construcciones plasmídicas 
En nuestro grupo de trabajo contamos con la construcción pcDNA-GPC que 
contiene clonado el gen que codifica para el precursor de las glicoproteínas de 
JUNV (cepa MC2). Brevemente, el ORF fue reconstruído a partir de dos clones 
diferentes de una biblioteca de cDNA. Se generaron tres fragmentos de digestion 
y fueron clonados secuencialmente en el vector pBlueScript (Stratagene, Cedar 
Creek, TX). Luego, el inserto fue liberado mediante una digestion con las 
enzimas BamHI y SacII, se generaron extremos romos con la nucleasa S1 y se 
ligaron adaptadores BamHI. Finalmente, luego de la digestion con dicha enzima, 
la secuencia del ORF de GPC fue clonada en el vector pcDNA.   
A partir del vector pcDNA-GPC se liberó el ORF de GPC mediante digestión con 
las enzimas BamHI y SacI y se subclonó el mismo en el vector de transferencia 
pBacPAK9 para la generación de recBV. 
Obtención del baculovirus recombinante Ac-GPC 
Se utilizó el sistema desarrollado por Je et al. (2001, 2003) [122], basado en un 
bácmido (genoma viral capaz de replicar en E. coli, denominado bAcGOZA) 
deficiente en el gen esencial ORF1629 y el rescate de DNA viral viable por 
recombinación con un plásmido de transferencia que contiene ese gen junto con 
otros que se desea expresar [123] [122]. Para ello, se cotransfectaron los DNA 
del plásmido de transferencia y del bácmido en células Sf9 con el reactivo 
Cellfectin II de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Figura II.4) y se 
monitoreó el cultivo celular hasta observarse la formación de poliedros. A 
continuación, se tomó el sobrenadante y se lo utilizó como inóculo para infectar 
un frasco T25 de células Sf9 al 70% de confluencia. La incorpopración de la 
secuencia heteróloga de interés fue determinada por PCR utilizando como molde 
DNA viral extraído a partir del sobrenadante de infección (ver Capítulo VI: 
Materiales y métodos generales). 
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Expresión de la proteína GPC: SDS-PAGE y Western Blot 
Las proteínas fueron visualizadas mediante SDS-PAGE (10% acrilamida) 
[Sambrook et al., 1989] y mediante tinción de los geles con Coomassie Brilliant 
Blue R-250 0,25% p/v. 
Para la realización de los ensayos de Western Blot, las proteínas de los geles 
fueron transferidas a membranas de PVDF (HybondTM-P; Amersham 
Biosciences, Little Chalfont, UK) durante 30 minutos aplicando una diferencia de 
potencial de 15 V en el sistema semi-seco del equipo Trans-blot SD (BioRad, 
Hercules, CA). 
La membrana fue bloqueada con una solución de 5% de leche descremada en 
PBS-0,1% Tween20 (PBS-T) durante una hora a 37°C. A continuación, se realizó 
la incubación con el anticuerpo primario, utilizando en algunos casos plasma 
Figura II. 4 Esquema de la estrategia de doble recombinación homóloga 
en células de insecto para la generación de baculovirus AcMNPV 
recombinantes utilizando el bácmido bAcGOZA y el vector de 
transferencia pBacPAK9, dónde gdi representa al gen de interés que se 
desea incorporar en el recBV. 
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inmune policlonal proveniente de pacientes convalecientes y, en otros casos, el 
anticuerpo monoclonal anti-GPC GB06-AE05 [117]. En ambos casos se utilizó 
una dilución 1:400 y la incubación se realizó durante 2 horas a 37°C.  
Posteriormente, se incubó la membrana con el anticuerpo secundario anti-ratón 
biotinilado en caso de haber utilizado el anticuerpo monoclonal como anticuerpo 
primario, o anti-humano biotinilado en caso de haber utilizado plasma inmune de 
pacientes previamente. En ambas situaciones se utilizó una dilución 1:500 y la 
incubación se desarrolló durante 1 hora a 37°C. 
Luego, se realizó la incubación con estreptavidina conjugada a la enzima HRP 
(peroxidasa de rábano) en una dilución 1:1000 durante 1 hora a 37°C. 
Luego de cada incubación, la membrana fue lavada tres veces con PBS-T 
durante 15 minutos. Finalmente se procedió al revelado incubando la membrana 
con una solución luminol 1.25 mM (Sigma, St. Louis, MO), ácido p-cumárico 
200mM (Sigma) y H2O2 2.7 mM en Tris–HCl 0.1 M, pH 8.5. Las imágenes fueron 
obtenidas con el adquisidor EC3TM 500 (UVP, Upland, CA). 
Determinación de la localización subcelular 
Para determinar en qué región celular se localiza la proteína recombinante 
expresada en el sistema de baculovirus/células de insecto se realizaron ensayos 
de inmunofluorescencia indirecta (IF) empleando como fuente de anticuerpos 
primarios plasma inmune de pacientes convalecientes o el anticuerpo 
monoclonal anti-GPC GB06-AE05 y como anticuerpos secundarios anti-ratón y 
anti-humano conjugados a diferentes fluoróforos o bien conjugados a biotina. En 
particular se utilizaron los anticuerpos anti-ratón-FITC, anti-humano-FITC y para 
revelar aquellas IF en las que se utilizaron anticuerpos conjugados con biotina 
se utilizó estreptavidina-PE. Las células Sf9 fueron cultivadas en placas de 6 
pocillos sobre cubreobjetos de vidrio. Una vez alcanzada una confluencia del 60% 
fueron infectadas con los baculovirus correspondientes y 48 hs luego de la 
absorción del virus los preparados fueron fijados con una solución de 
paraformaldehido al 4% en PBS. Se realizaron 3 lavados con solución de 
bloqueo (0,1% de suero fetal bovino en PBS) y, sin permeabilizar, las células 
fueron incubadas con los anticuerpos anteriormente descriptos.  
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ELISA 
Se sembraron placas de 96 pocillos con células de insecto Sf9 infectadas con 
los recBV correspondientes (107/ml) en buffer carbonato (pH 9.6) y se incubó 
durante la noche a 4ºC. A continuación, la placa se bloqueó con 5% de leche 
descremada en PBS-T durante 1 hora a 37 °C para disminuir el pegado 
inespecífico. Luego de lavar la placa tres veces con PBS-T, se realizaron 
diluciones seriadas al medio de las muestras de suero (a partir de 1:16), 
incubando 2 horas a 37 °C. La placa se lavó tres veces con PBS-T y se incubó 
1 hora a 37 °C con 50 µl de una dilución 1:2000 de IgG de cabra anti ratón 
biotinilado, seguido de la incubación con estreptavidina conjugada con HRP 
1:4000. Finalmente, se lavó nuevamente tres veces con PBS-T y se reveló con 
1 mg/ml de o-fenilendiamina (OPD) en buffer citrato-fosfato pH 5 (24,3% ácido 
cítrico 0,1M, 25,7% fosfato disódico 0,2M), más 1 μl/ml de agua oxigenada de 30 
volúmenes. La reacción prosiguió durante 15-20 min y se detuvo agregando 50 
μl de ácido sulfúrico 4N en cada pocillo. La absorbancia se midió a 492 nm en 
un lector de microplacas (TP-reader, Thermo) y fue normalizada con el valor de 
la absorbancia de los controles. 
Ensayo de inoculación de células Sf9 infectadas en ratones BALB/c  
Se infectaron células Sf9 el recBV Ac-GPC. Como control negativo del ensayo 
se utilizaron células Sf9 infectadas con el baculovirus control Ac-DsRed que 
expresa la proteína fluorescente roja. Luego de 72 hs se resuspendieron las 
células en PBS y se inocularon hembras BALB/c de 7 semanas de edad con 100 
µl de suspensión celular (107 células) por vía subcutánea. Se inocularon en total 
12 animales repartidos en 3 grupos de 4 animales cada uno. El tercer grupo 
correspondió al control positivo del ensayo en el que los animales se inocularon 
con la cepa vacunal Candid#1. Antes de cada inoculación se tomaron muestras 
de sangre de cada animal y se realizaron re-inoculaciones cada 15 días. 
Preparación de los inóculos de viriones brotantes 
Se infectaron células High FiveTM con los diferentes recBV y luego de 72 hs se 
colectó el sobrenadante. Los BV se centrifugaron a 14.000 rpm durante 40 
minutos y se resuspendieron en PBS.  
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Inmunización de ratones BALB/c con viriones brotantes (BV) 
Se utilizaron inóculos de BV parcialmente purificados. Se inocularon 8 ratones 
BALB/c hembras por vía subcutánea con el baculovirus Ac-GPC o el baculovirus 
control Ac-DsRed (108 partículas virales por animal). Cada 14 días se repitieron 
las inoculaciones y se obtuvieron muestras de suero de cada ratón. Finalmente, 
14 días luego de la tercera inoculación se sacrificó a los animales y se tomó la 
mayor cantidad posible de suero mediante extracción troncal.  
A continuación, se mezclaron volúmenes iguales de alícuotas de sueros de los 
animales correspondientes al mismo grupo experimental. Se utilizó una dilución 
1/50 de los sueros para realizar un ensayo de inmunofluorescencia frente a una 
monocapa de células A549 infectadas con JUNV siguiendo el mismo protocolo 
descripto anteriormente.  
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Resultados 
Amplificación y clonado de GPC de JUNV en el vector de transferencia 
pBacPAK9 
A partir del vector pcDNA-GPC, se amplificó por PCR el ORF completo de GPC 
utilizando los primers específicos gpcFw y gpcRv e incorporando los sitios de 
restricción BamHI y SacI. Posteriormente, se clonó el producto de PCR en el 
vector de transferencia pBacPAK9 utilizando los sitios indicados. La Figura II.5 
muestra los productos de digestión de 6 de los clones obtenidos de los cuales 5 
resultaron ser positivos. 
Figura II. 5 a. Esquema del clonado de GPC en el vector pBacPAK9 en el que las 
secuencias de homología con el genoma viral para la recombinación se encuentran 
en amarillo. b. Screening del clonado de GPC de JUNV en el vector pBacPAK9 
por liberación del inserto con las enzimas de restricción BamHI y SacI 
observándose la banda de ~1600 pb correspondiente al ORF de GPC.  
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Obtención del baculovirus recombinante Ac-GPC 
Se realizó la co-transfección de células Sf9 con el DNA del bácmido bAcGOZA y 
del vector de transferencia pBacPAK9-GPC de acuerdo al método descripto 
anteriormente. Luego de 96 hs post-transfección se observó la aparición de 
poliedros (signo característico de la infección por baculovirus). Se tomaron los 
sobrenadantes y se los utilizó como inóculo para infectar nuevas células, 
observándose nuevamente signos de infección (Figura II.6.b). 
Posteriormente, se realizó una extracción rápida de DNA viral y se lo utilizó como 
molde para la realización de una PCR con primers específicos de la proteína 
GPC. La figura II.6.a muestra una corrida electroforética de los productos de 
dicha amplificación, confirmando la incorporación del ORF heterólogo en el 
genoma de AcMNPV, dando origen de este modo al recBV que llamamos Ac-
GPC. 
Caracterización de la expresión de la proteína GPC 
Se infectaron células Sf9 y High FiveTM con el baculovirus Ac-GPC y se observó 
la aparición de poliedros. Debido a que el ORF heterólogo GPC se encuentra 
bajo el control del promotor de la poliedrina, se tomó como referencia la aparición 
Figura II. 6 Obtención del baculovirus recombinante Ac-GPC. a. Confirmación por PCR 
de la incorporación de la secuencia codificante para GPC en el genoma baculoviral 
utilizando como molde una extracción de DNA genómico a partir de viriones brotantes. b. 
Infección de una monocapa de células Sf9 con el sobrenadante de la co-transfección del 
bAcGOZA y el vector de transferencia, observándose laformación de poliedros (flecha 
roja). 
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de cuerpos de oclusión para proseguir con el procesamiento de las muestras de 
cultivo infectado. Las muestras procesadas fueron sometidas a electroforesis en 
gel de poliacrilamida desnaturalizante y la tinción con coomasie blue reveló la 
aparición de una banda diferencial de entre 60 y 70 kDa presente en las muestras 
provenientes de cultivos celulares infectados con el virus Ac-GPC (Figura II.7). 
Estos resultados son consistentes con el tamaño esperado para dicha proteína. 
Paralelamente, se realizaron ensayos de Dot Blot en los que se inmovilizaron 
células infectadas con el baculovirus Ac-GPC y células infectadas con el 
baculovirus control Ac-DsRed. La Figura II.8 muestra que la proteína 
recombinante GPC es reconocida por sueros de pacientes convalecientes de 
FHA y por sueros de pacientes vacunados con la cepa atenuada Candid#1. 
Figura II. 7 SDS-PAGE de lisados de células Sf9 infectadas con Ac-GPC. 
Análisis temporal de la expresión de la proteína GPC (75 kDa) en células Sf9 
infectadas con Ac-GPC.  
 
Figura II. 8 Dot Blot de un extracto de células Sf9 infectadas con Ac-GPC (GPC) o 
infectadas con el baculovirus control Ac-DsRed (DsRed) revelado con anticuerpos de 
plasma inmune de un paciencte convaleciente de JUNV (panel superior) o plasma inmune 
de un individuo sano vacunado con la cepa vacunal Candid#1 (panel inferior). 
 
Matías Luis Pidre – Tesis Doctoral 
66 
 
 
Por otra parte, se realizaron ensayos de Western Blot para confirmar la identidad 
de la proteína de ~70 kDa observada en los SDS-PAGE. Se identificó una única 
banda del tamaño esperado al ser revelado tanto por anticuerpos monoclonales 
anti-GPC así como con plasma policlonal de paciente (Figura II.9) 
Localización subcelular de la proteína recombinante 
Debido a que el recBV Ac-GPC contiene la secuencia completa del ORF del 
precursor de la glicoproteína de superficie de JUNV, incluyendo su péptido señal, 
resultó de gran interés poder dilucidar si dicha glicoproteína podía ser reconocida 
por el sistema de síntesis y procesamiento de glicoproteínas de las células de 
insecto y dirigida a través de la vía secretoria a la membrana plasmática celular.  
Para poder responder este interrogante, los cultivos celulares infectados con el 
virus recombinante se analizaron mediante inmunofluorescencia indirecta sin 
permeabilización. La Figura II.10 muestra una inmunofluorescencia realizada 
sobre células Sf9 infectadas con Ac-GPC o con el baculovirus AcMNPV-wt y un 
baculovirus que expresa la proteína N de JUNV, Ac-N(JUNV), utilizados como 
control. En este caso en particular se utilizó como anticuerpo primario el 
anticuerpo monoclonal anti-GPC GB06-AE05. Como puede observarse en el 
panel superior de la figura, la proteína recombinante GPC se localizaría en la 
superficie de la membrana plasmática celular.   
Figura II. 9 Análisis de Western Blot de lisados de células Sf9 
infectadas con los baculovirus Ac-GPC (GPC) Ac-N (N) y AcDsRed 
(DsRed); revelado con un plasma inmune de un paciente convaleciente 
de alto título neutralizante. 
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Esta metodología se repitió empleando células High FiveTM, que suelen 
presentar una mayor eficiencia en la producción de proteínas recombinantes 
(Figura II.11). Además, se utilizó plasma inmune de un paciente convaleciente 
de FHA como fuente de anticuerpo primario, confirmándose los resultados 
observados anteriormente. En este conjunto de resultados se utilizó como 
baculovirus control el baculovirus Ac-GP37 que expresa una glicoproteína que 
no presenta reactividad con los anticuerpos ensayados.  
Figura II. 10 Inmunofluorescencia sobre células Sf9 infectadas con los 
baculovirus Ac-GPC, Ac-N y AcMNPV wt. utilizando como anticuerpo 
primario el anticuerpo monoclonal anti-GPC GB06-AE05 y un anticuerpo 
secundario anti-ratón conjugado con el fluoróforo FITC. 
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Figura II. 11 Inmunofluorescencia sobre células High FiveTM infectadas con los 
baculovirus Ac-GPC y Ac-GP37 utilizando como anticuerpo primario el anticuerpo 
monoclonal anti-GPC GB06-AE05 o bien plasma inmune de paciente convaleciente 
(anti-JUNV), como anticuerpo secundario anti-ratón conjugado con el fluoróforo 
FITC, anti-ratón biotinilado y anti-humano biotinilado; y como anticuerpo tercierio 
estreptavidina conjugada al fluoróforo ficoeritrina (PE). 
 
Anti-GPC monoclonal 
Anti ratón-FITC 
Anti-GPC monoclonal 
Anti ratón-biotinilado 
Estreptavidina-PE 
Anti-JUNV (plasma) 
Anti ratón-biotinilado 
Estreptavidina-PE 
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Desarrollo de un ELISA de diagnóstico y de selección de plasmas inmunes 
Aprovechando la localización superficial de la glicoproteína GPC tanto en células 
Sf9 como en células High FiveTM, se planteó el desarrollo de un inmunoensayo 
de tipo ELISA que permitiera determinar la reactividad de plasmas y sueros 
inmunes sin necesidad de manipular JUNV, ni de purificar proteínas. 
Así, se puso a punto un ELISA que utiliza como coating células de insecto 
previamente infectadas con el baculovirus Ac-GPC. Para poder elegir las 
mejores condiciones experimentales, se utilizaron como control células 
infectadas con el baculovirus Ac-DsRed. Este baculovirus, además de no 
presentar reactividad cruzada con los anticuerpos a ensayar, tiene la 
particularidad de expresar la proteína fluorescente roja DsRed bajo el control del 
promotor de poliedrina. Dado que el virus Ac-GPC expresa la proteína 
recombinante bajo el control del mismo promotor, usando inóculos virales con 
títulos similares, la aparición de fluorescencia roja en el cultivo control pudo ser 
utilizada como referencia de la expresión de genes tardíos y como criterio para 
proseguir con el procesamiento de las muestras.  
Se probaron diferentes condiciones de coating como por ejemplo: la utilización 
de buffer fosfato, de buffer carbonato, etc. Además, se realizaron coatings con 
células previamente infectadas con ambos tipos de buffers y coating con las 
células cultivadas en la placa de ELISA e infectadas in situ. 
De todas las alternativas ensayadas, los mejores rendimientos se obtuvieron 
infectando los cultivos celulares con los diferentes virus en frascos de cultivo, y 
luego resuspendiendo las células en buffer de coating carbonato/bicarbonato pH 
9,6, sembrándolas e incubándolas ON a 4°C. 
Una vez realizado el bloqueo de acuerdo a la metodología descripta en 
Materiales y métodos, se incubaron las placas con diluciones crecientes seriadas 
de anticuerpo primario con un factor 1:2 partiendo de una dilución inicial 1:200. 
Los anticuerpos secundarios biotinilados fueron utilizados en una dilución 1:2000 
mientras que la estreptavidina-HRP fue utilizada en una dilución 1:4000. 
La Figura II.12 muestra, a modo de ejemplo, los resultados del ELISA utilizando 
algunos sueros provistos por el Instituto de Enfermedades Virales Humanas 
(INEVH), el anticuerpo monoclonal anti-GPC y un suero negativo. 
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De acuerdo a los resultados observados en los ELISA mostrados en la figura 
II.12, se tomó como punto de corte un valor de absorbancia de 0,4 y la dilución 
1:800 como aquella que permite la mejor discriminación entre sueros positivos 
y negativos. 
A continuación, se ensayaron 60 plasmas sospechosos provistos por el INEVH 
y 100 plasmas negativos para JUNV, con el objetivo de desafiar el ensayo 
desarrollado y determinar su sensibilidad y especificidad. Los resultados 
obtenidos para cada plasma a través del ELISA fueron comparados con los 
resultados provistos por el INEVH y con los obtenidos a través del ELISA que 
utiliza la proteína N recombinante como coating (ELISA N) anteriormente 
desarrollado en nuestro laboratorio y publicado por Ure y colaboradores [114].  
Figura II. 12 ELISA utilizando células Sf9 infectadas con Ac-GPC o Ac-DsRed 
enfrentándolas al anticuerpo monoclonal (a) y a plasmas inmunes provistos por 
el Instituto de Enfermedades Virales Humanas (INEVH) de pacientes 
convalecientes (c) o pacientes sanos (b). 
 
Plasma Negativo Plasma 1 Plasma 2 
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La Tabla II.1 resume de forma comparativa los resultados obtenidos para cada 
suero con el ELISA GPC desarrollado en el presente trabajo doctoral, los 
resultados del ELISA desarrollado de rutina que utiliza células Vero infectadas 
con JUNV como coating, provistos por el INEVH, y los resultados del ELISA N 
que utiliza la proteína N de JUNV recombinante como coating, provistos por Ure 
y colaboradores, para el mismo conjunto de plasmas.   
Utilización de células Sf9 infectadas con Ac-GPC como inmunógeno en 
ratones BALB/c 
Para evaluar la inmunogenicidad de la proteína GPC expresada en células de 
insecto se realizó inicialmente un ensayo in vivo utilizando como antígeno 
particulado células Sf9 infectadas con el baculovirus Ac-GPC. Los resultados 
mostrados en la Figura II.13.a corresponden a los sueros obtenidos 15 días post-
inoculación para cada uno de los tres grupos. Dichos sueros fueron analizados 
mediante un ELISA utilizando como coating células Vero infectadas con JUNV. 
Cómo puede observarse en los gráficos no existen diferencias significativas en 
la reactividad de los sueros obtenidos a partir de los tres grupos experimentales. 
Tabla II. 1 Resumen de los resultados obtenidos para 18 de los 160 plasmas 
ensayados por el ELISA que utiliza células Sf9 infectadas con Ac-GPC como 
coating. También se incluyen los reultados obtenidos para cada plasma a través 
del método diagnóstico utilizado por INEVH y el ELISA N desarrollado 
previamente por Ure y colaboradores. En rojo se muestran dos casos de 
discrepancia. 
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Lo mismo sucedió a los 30 días post-inoculación (Figura II.13.b). La Figura II.13.c 
muestra la aparición de anticuerpos IgG específicos contra JUNV en todos los 
grupos a excepción del grupo control inoculado con células infectadas con el 
baculovirus Ac-DsRed. Además, los sueros obtenidos y utilizados como 
anticuerpos primarios para este ELISA muestran un comportamiento 
dependiente de la dosis. 
Figura II. 13 Análisis de ELISA. El coating se realizó con células Vero infectadas con 
JUNV. Se evaluó la reactividad de los sueros extraídos de los ratones BALB/c 
pertenecientes a los tres grupos experimentales Sf9-AcDsRed, Sf9-AcGPC y Candid#1. 
Por otra parte, se utilizó como control PBS en lugar de anticuerpo primario. El ensayo se 
realizó utilizando los sueros etraídos a los 15 (a), 30 (b) y 45 días luego de la primera 
inoculación (c y d). 
 
a. 
b. 
c. 
d. 
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Incorporación de GPC en la superficie de los BV 
Los BV utilizan la membrana plasmática celular para constituir su envoltura 
lipídica al momento de brotar de la célula hospedadora. Dado que pudo 
observarse que la glicoproteína GPC fue capaz de localizarse en la superficie 
celular, resultó interesante determinar si el virus Ac-GPC al brotar incluye en su 
envoltura la proteína recombinante. Consecuentemente, se realizó un 
experimento indirecto con el objetivo de determinar si el baculovirus Ac-GPC se 
encuentra o no tapizado por la glicoproteína del JUNV.  
Se incubaron células Vero con el virus Ac-GPC durante una hora; debido a que 
Ac-GPC es capaz de fusionar su membrana a la membrana celular, pero no es 
capaz de dirigir la expresión de la proteína recombinante ya que la misma se 
encuentra bajo el control de un promotor de insecto. La presencia de GPC en la 
superficie de las células Vero no podría deberse más que a la presencia de GPC 
en la superficie del virus. 
Para evidenciar esto, se realizó un análisis por citometría de flujo de las células 
Vero utilizando anticuerpos monoclonales anti-GPC como anticuerpos primarios 
y anticuerpos secundarios anti-ratón conjugados con FITC. 
La Figura II.14 muestra que la intensidad de fluorescencia es 100 veces mayor 
en células Vero tratadas con el baculovirus Ac-GPC en comparación con 
aquellas células tratadas con AcMNPV wt. 
Figura II. 14 Citometría de flujo realizada con células Vero enfrentadas al baculovirus Ac-GPC 
o AcMNPV wt. para evidenciar la fusión de membranas por transección. Se utilizó el anticuerpo 
monoclonal anti-GPC GB06-AE05 y como anticuerpo secundario anti-ratón conjugado a FITC. 
El gráfico muestra el número de eventos en función de la cantidad de fluorescencia para células 
Vero incubadas con Ac-GPC (rojo) y AcMNPV wt. (celeste). 
 
AcMNPV 
wt. 
Ac-GPC 
76% 
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Utilización del baculovirus Ac-GPC como inmunógeno en ratones BALB/c 
Para poder evaluar la capacidad inmunogénica del baculovirus Ac-GPC se 
utilizaron BV purificados parcialmente del sobrenadante de células High FiveTM 
infectadas. Se inocularon 8 animales BALB/c por vía subcutánea con el 
baculovirus Ac-GPC o el baculovirus control Ac-DsRed de modo tal de inyectar 
a cada animal con un total de 108 partículas virales. Cada 14 días se repitieron 
las inoculaciones y se extrajo muestra de suero de cada ratón. Finalmente, 14 
días luego de la tercera inoculación los animales se sacrificaron y se tomó la 
mayor cantidad posible de suero. La Figura II.15 corresponde a un análisis de la 
reactividad de los sueros obtenidos mediante inmunofluorescencia indirecta 
utilizando como anticuerpos primarios pooles de aquellos sueros extraídos de 
cada uno de los grupos experimentalel sobre un cultivo en monocapa de células 
A549 infectadas con JUNV que expresa en su superficie la proteína GPC. En la 
misma puede observarse reacción positiva para el pool de sueros de los 
animales inoculados con el baculovirus Ac-GPC. 
Figura II. 15 Inmunofluorescencia sobre células humanas A549 infectadas con 
JUNV desafiadas con pooles de los sueros de los animales inoculados con los 
baculovirus Ac-GPC (paneles superiores α-GPC) y Ac-DsRed (paneles 
inferiores α-DsRed). La reactividad de los sueros fue evidenciada con el 
anticuerpo seundario anti-ratón ficoeritrina (PE).  
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Discusión 
Las glicoproteínas de superficie derivadas de GPC de JUNV son las proteínas 
responsables de la interacción de la partícula viral con la célula hospedadora y 
de mediar el ingreso a la misma [111]. El desarrollo de alternativas vacunales 
seguras que apunten a generar inmunidad específica contra dicha proteína 
resulta de gran interés, en primer lugar, porque tendrían muchas posibilidades 
de generar anticuerpos neutralizantes que impidan el ingreso del virus a la célula 
hospedadora y, en segundo lugar, porque sortearían los riesgos y limitaciones 
de la vacuna actual a virus atenuado.  
En esta sección del presente trabajo doctoral, se abordó la expresión de GPC en 
el sistema de células de insecto mediada por baculovirus. En ese contexto, se 
generó un recBV capaz de expresar en cultivo celular de insecto la glicoproteína 
del JUNV incorporando las glicosilaciones correctas, pero con procesamiento 
incompleto al no observarse clivaje entre las subunidades G1 y G2. Esto resultó 
esperable, ya que los insectos no cuentan con la proteasa SKI-1/S1P 
responsable de dicho procesamiento [104]. 
Sin embargo, resultó un hallazgo muy interesante que el péptido señal de GPC, 
SSP, fuera reconocido como tal en el sistema de expresión de células de insecto, 
direccionando la proteína a la vía de síntesis de glicoproteínas y a la membrana 
plasmática celular. 
La localización superficial de GPC en células Sf9 y High FiveTM pudo ser 
aprovechada para el desarrollo de herramientas para la detección de anticuerpos 
específicos y podría ser útil para la selección de sueros para el tratamiento de la 
FHA así como para el diagnóstico etiológico de la enfermedad. Tal como se 
demostró en este capítulo, la metodología de inmunofluorescencia acoplada a 
microscopía de epifluorescencia o microscopía confocal, utilizando células de 
insecto infectadas con el baculovirus generado como soporte, permite la 
identificación de sueros reactivos de pacientes convalecientes. Además, la 
utilización de un sistema libre de JUNV para la identificación de plasmas y sueros 
disminuye los requisitos en materia de bioseguridad y este u otros ensayos 
derivados podrían realizarse en centros de salud y diagnóstico de menor 
complejidad. 
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Como alternativa, se desarrolló un ELISA para cubrir dichos objetivos 
permitiendo el procesamiento en simultáneo de múltiples muestras. Los 
resultados obtenidos muestran que este ensayo es comparable al de referencia 
desarrollado en el INEVH [124, 125] y podría ser utilizado no sólo para el 
diagnóstico de la enfermedad sino también para la selección de plasmas 
inmunes para el tratamiento de la misma. Al comparar los resultados obtenidos 
con los descriptos en la publicación de Ure y colaboradores encontramos que 
este ELISA guarda una correlación mayor con el ELISA realizado por el INEVH 
y su ensayo de neutralización y reducción de placas, pero posee una sensibilidad 
menor al ELISA que utiliza la proteína N recombinante como coating [114]. 
Para evaluar la inmunogenicidad de la proteína recombinante, aprovechando su 
localización superficial, se realizaron ensayos en ratones BALB/c utilizando 
como antígeno particulado células Sf9 infectadas con el baculovirus Ac-GPC. La 
obtención de anticuerpos IgG específicos contra el virus JUNV a los 45 días del 
tratamiento constituye un fuerte indicio de que podría constituirse un candidato 
vacunal efectivo a través de este sistema. 
Finalmente, se demostró de forma indirecta que el virus recombinante Ac-GPC 
sería capaz de incluir en su envoltura lipídica la glicoproteína heteróloga GPC 
durante el proceso de brotación, convirtiéndolo en un posible candidato vacunal 
en sí mismo. Al incubar células Vero con partículas de BV de Ac-GPC es 
esperable que ocurran dos procesos diferentes. En primera medida, el 
baculovirus ingresaría a las células de mamífero por endocitosis mediada por su 
glicoproteína GP64 [66, 76]. En contraste, también existirán partículas virales 
que fusionen sus membranas a la membrana de la célula de forma inespecífica 
dejando la superficie celular decorada con las proteínas de la envoltura viral. El 
ensayo de citometría de flujo realizado con células Vero pre-incubadas con el 
baculovirus Ac-GPC tuvo como objetivo observar si la proteína GPC se 
localizaba en la superficie de las células Vero a través de este último fenómeno. 
En concordancia con estos resultados, la inoculación de ratones BALB/c con BV 
de Ac-GPC se pudo observar que este virus recombinante indujo una respuesta 
de anticuerpos específicos.  
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Es necesaria la realización de ensayos en modelos animales y posteriores 
desafíos con la cepa virulenta de JUNV utilizando este baculovirus como vector 
de inmunización en el corto y mediano plazo para poder continuar caracterizando 
este candidato vacunal que hasta este momento se muestra prometedor para la 
prevención de la FHA.
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Introducción 
Como se ha mencionado en el capítulo I, actualmente existen numerosas 
estrategias para la exposición de péptidos o proteínas heterólogas en la 
superficie de los baculovirus a través de la fusión traduccional de las mismas a 
la glicoproteína mayoritaria de los BV, GP64 [37]. Por lo general estas estrategias 
incluyen una copia adicional del gen gp64 de modo tal que los viriones 
recombinantes incorporen en su envoltura tanto la proteína wild type como la 
proteína quimérica y conserven su infectividad. Además, se ha probado que los 
baculovirus que exponen en su superficie proteínas heterólogas son 
inmunógenos efectivos capaces de inducir una respuesta humoral específica 
contra dichas proteínas [32]. 
Esto se debe principalmente a que los baculovirus son capaces de generar una 
respuesta innata robusta a través de la activación de las células presentadoras 
de antígenos profesionales (APC) [126].  
En este capítulo se presentarán los resultados obtenidos para la generación de 
un sistema para la obtención de recBV que permita la incorporación de proteínas 
quiméricas constituídas por una copia adicional de GP64 y antígenos de interés. 
Para evaluar este tipo de vector, en nuestro laboratorio se utilizó como modelo 
de estudio la proteína de superficie G1 de JUNV. 
Las glicoproteínas de JUNV son sintetizadas en forma de un precursor 
denominado GPC que luego es procesado por la proteasa celular SKI-1/S1P y 
la peptidasa señal para dar lugar al SSP, G1 y G2 que conjuntamente forman 
homotrímeros denominados espículas (Figura III.1.a y Figura II.2). 
En la partícula viral de JUNV, G1 se localiza en la parte externa de las espículas 
proteicas que median la interacción del virus con receptores en la superficie de 
la célula hospedadora. Si bien actualmente la proteína G1 de JUNV no se 
encuentra cristalizada y por ende no se conoce su estructura exacta ni las 
diferentes conformaciones que adopta al interaccionar con el receptor celular, sí 
se conoce la estructura y las diferentes conformaciones de interacción de la 
proteína G1 del virus Machupo (MACV), un arenavirus estrechamente 
relacionado con JUNV [127, 128]. 
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La interacción específica del virus con las moléculas receptoras en la membrana 
celular es un paso crucial en el proceso infeccioso dado que impulsa la posterior 
entrada en la célula. La expresión de los receptores celulares específicos 
constituye uno de los principales determinantes del tropismo, rango de 
hospedador y la patogénesis viral [129]. Hasta el año 2005, se sabía poco sobre 
el mecanismo de ingreso de JUNV a las células hospedadoras. Mediante el uso 
de retrovirus pseudotipados varios laboratorios confirmaron que JUNV, así como 
otros arenavirus del nuevo mundo, no interactúa con el receptor α-distroglicano 
(receptor utilizado por los arenavirus del Viejo Mundo [130, 131]. Un año más 
tarde, utilizando técnicas de proteómica, pudo identificarse al receptor de la 
transferrina (TfR1) como el receptor utilizado por JUNV, MACV, y los virus 
Guanarito (GTOV) y Sabiá (SABV) [106]. Los autores también mostraron que la 
expresión de TfR1 humano, pero no de TfR2, condujo a una mayor 
susceptibilidad de líneas celulares de hámster resistentes a pseudotipos de 
JUNV, MACV, GTOV y SABV, pero no a arenavirus del viejo mundo. Además, la 
infección de células humanas con JUNV, MACV, GTOV y SABV pudo bloquearse 
de manera eficiente con anticuerpos anti-TfR1 [132]. Las proteínas G1 de los 
arenavirus del nuevo mundo poseen un total de 10 sitios potenciales de N-
glicosilación que pueden incorporar oligosacáridos que decoran los bucles más 
expuestos. Dos sitios adicionales están completamente conservados entre todos 
estos virus y un tercer sitio se encuentra conservado sólo entre MACV y JUNV. 
Se cree que la estructura de la región que contiene los residuos glicosilables 
probablemente sea mucho más variable que la estructura que contiene los 
residuos implicados en la unión al receptor, así como aquellos que participan en 
la interacción con G2. Estos últimos aminoácidos se encuentran fuera de esta 
región y son ampliamente conservados [128]. 
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El ciclo replicativo de JUNV comienza con la interacción de G1 con el receptor 
de la transferrina humana (hTfR1) de la célula hospedadora (Figura III.1.b y c). 
Si bien hTfR1 es considerado como el principal receptor involucrado, existen 
indicios de que JUNV puede utilizar los receptores DC-SIGN y L-SIGN en vías 
alternativas de infección [133]. 
Mientras G1 interacciona con el TfR1, G2 es responsable del proceso de fusión. 
Las principales características del modelo actual para la proteína G2 incluyen un 
extremo N-terminal hidrofóbico y dos hélices antiparalelas separadas por una 
región de bucle glicosilada. El pH bajo genera una serie de reordenamientos que 
conducen a la fusión de las membranas. Estudios similares revelaron que el SSP 
también desempeña un papel crucial en la fusión. Diferentes sustituciones de 
aminoácidos en el SSP afectan significativamente la capacidad de GPC para 
mediar la fusión de las membranas [108, 134].  
La vacuna atenuada de JUNV, Candid #1, ha demostrado su eficacia durante las 
dos últimas décadas en más de 500.000 personas (revisado en [84, 135]). Esta 
vacuna ha sido producida recientemente en Argentina y probada en un estudio 
Figura III. 1 a. Representación esquemática de la poliproteína GPC con sus sitios 
de clivaje proteolítico (indicados con flechas). Los asteriscos muestran los sitios 
de glicosilación y en la proteína G2 se encuentran resaltados los dominios 
fusogénicos y transmembrana (TM). b. Esquema de la interacción del receptor de 
la transferrina humana (hTfR1) con la glicoproteína G1 de MACV realizado con 
los modelos a partir del archivo pdb disponible en la base de datos. c. Detalle de 
los aminoácidos involucrados en dicha interacción [91]. 
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clínico con 946 voluntarios sanos [136]. Los resultados presentados por Enria y 
colaboradores (2010) [136] demostraron que la vacuna producida en Argentina 
es equivalente a la fabricada en EE.UU., tanto en la capacidad inmunogénica 
como en la ausencia de efectos adversos graves. Candid #1 es la primera 
vacuna eficaz contra arenavirus; es capaz de proteger contra la insuficiencia 
cardíaca aguda causada por JUNV, promover una respuesta tanto humoral como 
celular y, desde enero de 2007, en Argentina es parte del Programa Nacional de 
Vacunación en el área de riesgo [136]. Si bien la vacuna Candid #1 se utiliza en 
personas a partir de los 15 años de edad y la respuesta inmune humoral 
generada persiste durante años, dada su naturaleza de vacuna a virus atenuado 
existen limitaciones para su aplicación en infantes, personas inmunodeprimidas 
y pacientes inmunocomprometidos como diabéticos y embarazadas. Por este 
motivo, resulta de particular interés el desarrollo de vectores vacunales que 
presenten un mayor nivel de bioseguridad aptos para esta población de riesgo.  
Objetivos específicos 
1. Diseño y construcción de un plásmido de transferencia para la 
expresión de proteínas quiméricas constituídas por porciones de GP64 
y diferentes antígenos de interés y su exposición en la superficie de 
partículas virales brotantes (BV) de AcMNPV.  
2. Amplificación de diferentes secuencias comprendidas dentro del 
marco abierto de lectura (ORF) correspondiente a la glicoproteína de 
la superficie G1 de JUNV. 
3. Clonado de las secuencias amplificadas y generación de los 
baculovirus AcMNPV recombinantes con GP64 quimérica. 
4. Detección de la proteína de fusión en células infectadas. 
5. Modificación del vector pBacPAK9 para generar recBV con capacidad 
transductora en células de mamífero que expresen la proteína GPC.  
6. Detección de las proteínas recombinantes en los recBV obtenidos e 
inoculación del modelo animal. 
7. Evaluación de la respuesta inmune (celular y humoral) generada por 
los vectores baculovirales desarrollados. 
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Materiales y métodos 
Construcción del vector de transferencia pBAcDis para la exposición 
superficial de antígenos. 
Inicialmente, se amplificó el gen completo de gp64 por PCR empleando los 
primers específicos gp64Fw y gp64Rv (Tabla VI.1 en capítulo VI). 
Posteriormente, se clonó el producto de amplificación obtenido en el vector 
pCR4-TOPO de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Luego, se procedió a 
modificar el gen gp64 mediante mutagénesis por PCR de acuerdo al esquema 
mostrado en la Figura III.2.a empleando los primers Ins1Fw, Ins1Rv, Ins2Fw e 
Ins2Rv con el objetivo de incorporar sitios de clonado en las regiones indicadas. 
A continuación, se digirieron los fragmentos con KpnI, se ligaron utilizando la 
ligasa del fago T4 y se transformó el producto de ligación en bacterias Top10 
electrocompetentes.  
Con el objetivo de desarrollar un sistema rápido y versátil para la obtención de 
recBV, se utilizó como material de partida el vector de transferencia pBacPAK9 
del sistema de recombinación bAcGOZA [137]. Se clonó el gen modificado de 
gp64 en dicho vector de transferencia utilizando los sitios EcoRV y SacI. El vector 
de transferencia resultante fue denominado pBAcDis. Las condiciones de 
digestión y ligación con la ligasa del fago T4 obedecieron a las proporcionadas 
por el fabricante y se detallan en el capítulo VI de materiales y métodos generales. 
Determinación del posible péptido de interacción de G1 con hTFR1 
Debido a que se han publicado trabajos en los que se ha demostrado una baja 
eficiencia en la incorporación de proteínas quiméricas en la superficie de los 
viriones brotantes cuando la secuencia adicionada a gp64 supera los 500 pb, se 
realizó un análisis bioinformático para identificar un tramo pequeño de G1 con 
características relevantes. Para ello, se apuntó a la predicción de secuencia de 
aminoácidos con los sitios de interacción de G1 de JUNV con su receptor y 
utilizar ese fragmento insertado en GP64 como posible inmunógeno (Figura 
III.3.a). Se realizó un alineamiento entre las secuencias aminoacídicas de las 
glicoproteínas del virus Machupo (MACV) y el virus Junín (JUNV) con el 
programa AlignX y se localizaron los dominios de interacción descriptos para 
MACV [128, 138].  
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Posteriormente, se amplificó por PCR obteniendo el fragmento de 120 pb (G1PD) 
predicho in silico con los primers específicos g1pdFw y g1pdRv. 
Clonado de diferentes secuencias de G1 y de EGFP en pBAcDis 
Se amplificó por PCR la secuencia completa de la glicoproteína G1 de JUNV 
empleando los primers específicos g1Fw y g1Rv que contienen en los extremos 
el sitio de reconocimiento para la enzima de restricción EcoRI. La secuencia 
amplificada no incluye el péptido señal ni un codón de terminación. 
Posteriormente, la secuencia fue clonada en el vector pBAcDis en el sitio EcoRI 
en fase con la secuencia codificante de gp64. 
La misma metodología fue utilizada con el péptido G1PD y con la proteína verde 
fluorescente EGFP. Esta última construcción se realizó con los primers 
específicos egfpFw y egfpRv. 
Obtención de los baculovirus recombinantes Ac-G1Dis, Ac-G1PDis, Ac-
EGFPDis, Ac-ie1DsRed y Ac-ie1GPC 
Se utilizó el sistema desarrollado por Je et al. (2001, 2003), basado en un 
bácmido (genoma viral capaz de replicar en E. coli, denominado bAcGOZA) 
deficiente en el gen esencial ORF1629 y el rescate de DNA viral viable por 
recombinación con un plásmido de transferencia que contiene ese gen junto con 
otros que se desea expresar [123], [122]. Para ello, se cotransfectó 1 µg del DNA 
del plásmido de transferencia y 1 µg del DNA del bácmido en células Sf9 
utilizando el reactivo Cellfectin II de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 
(Figura II.3). 
Expresión de las proteínas GP64-G1 y GP64-G1PD 
Las proteínas fueron visualizadas mediante SDS-PAGE (10% acrilamida) y 
tinción de los geles con Coomassie Brilliant Blue R-250 0,25% p/v [Sambrook 
et al., 1989]. Para la realización de los ensayos de Western Blot, los geles 
fueron transferidos a membranas de PVDF (HybondTM-P; Amersham 
Biosciences, Little Chalfont, UK) durante 30 minutos a una diferencia de 
potencial de 15 V utilizando el sistema semi-seco en un equipo Trans-blot1 SD 
(BioRad, Hercules, CA). 
La membrana fue bloqueada con una solución de 5% de leche descremada en 
PBS-0,1% Tween20 durante una hora a 37°C. A continuación, se realizó la 
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incubación con el anticuerpo primario, utilizando en algunos casos plasmas 
inmunes policlonales provenientes de pacientes convalecientes y en otros casos 
anticuerpos monoclonales anti-GPC GB06-AE05 [Sanchez et al., 1989] y anti-
GP64. En todos los casos se utilizó una dilución 1:400 y la incubación se realizó 
durante 2 horas a 37°C.  
Posteriormente, se incubó la membrana con el anticuerpo secundario anti-ratón 
biotinilado en caso de haber utilizado el anticuerpo monoclonal como anticuerpo 
primario, o anti-humano biotinilado en caso de haber utilizado plasma inmune de 
pacientes previamente. En ambos casos se utilizó una dilución 1:500 y la 
incubación se desarrolló durante 1 hora a 37°C. Luego, se realizó la incubación 
con estreptavidina conjugada a la enzima HRP (Peroxidasa de rábano) en una 
dilución 1:1000 durante 1 hora a 37°C. Luego de cada incubación, la membrana 
fue lavada tres veces con PBS-0,1% Tween20 durante 15 minutos. Finalmente 
se procedió al revelado incubando la membrana con una solución constituída por 
1.25 mM luminol (Sigma, St. Louis, MO), 200mM ácido p-cumárico (Sigma) y 2.7 
mM H2O2 en 0.1 M Tris–HCl, pH 8.5. Las imágenes fueron obtenidas con el 
adquisidor EC3TM 500 (UVP, Upland, CA). 
Inoculación de células Sf9 infectadas en ratones BALB/c 
Se infectaron células Sf9 con los diferentes recBV (Ac-G1Dis, Ac-G1PD, Ac-
DsRed) y luego de 72 hs se resuspendieron las células en PBS y se inocularon 
hembras BALB/c de 7 semanas de edad con 100 µl de suspensión celular (107 
células) por vía subcutánea. Se inocularon en total 16 animales repartidos en 4 
grupos de 4 animales cada uno.  
Grupo 1: Ac-G1Dis; Grupo2: AcG1PD; Grupo3: Ac-DsRed (Control -) Grupo4: 
Candid#1 (cepa vacunal de JUNV, control +). 
Antes de cada inoculación se tomaron muestras de sangre de cada animal y se 
realizaron re-inoculaciones cada 15 días. 
Ensayo de inoculación de BV en ratones BALB/c 
Se utilizaron inóculos de viriones brotantes parcialmente purificados. Se 
inocularon 12 hembras BALB/c en total de 6 semanas de edad por vía 
subcutánea con el baculovirus Ac-G1dis, Ac-G1PD o el baculovirus control Ac-
DsRed de modo tal de inyectar a cada animal con un total de 108 partículas 
virales. Cada 14 días se repitieron las inoculaciones y se extrajo una muestra de 
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sangre de cada ratón. Finalmente, 14 días después de la tercera inoculación se 
los animales se sacrificaron y se extrajo la mayor cantidad posible de sangre. La 
sangre se dejó coagular durante la noche a 4°C y para obtener el suero.  
A continuación, se realizaron pooles con los sueros correspondientes al mismo 
grupo experimental. Se utilizó una dilución 1/50 de los sueros para realizar un 
ensayo de inmunofluorescencia sobre una monocapa de células A549 infectadas 
con JUNV.  
Construcción del vector de transferencia pBacPAK9-ie1GPC para la 
transducción de células de mamífero. 
Se amplificó por PCR la secuencia correspondiente al promotor del gen ie1 de 
citomegalovirus (CMV) a partir de una preparación plasmídica del plásmido 
comercial pDsRedN3 (Clontech Laboratories, Palo Alto, CA, EE.UU.) utilizando 
los primers específicos promie1Fw y promie1Rv incorporando en su secuencia 
los sitios de reconocimiento para la enzima BamHI y BglII, respectivamente. El 
producto de amplificación fue subclonado en el vector pGemT-easy y luego en el 
vector pBacPAK9-GPC (descripto en el capítulo II) en el sitio BamHI, 
reemplazando al promotor de poliedrina original en dicho vector. 
Expresión de GPC en células Vero medida por citometría de flujo 
Para poder analizar si el baculovirus Ac-ie1GPC es capaz de inducir la expresión 
de dicha proteína en células de mamífero se realizó un ensayo de transducción 
incubando una monocapa de células Vero al 60% de confluencia con el recBV 
durante una hora a 37°C a una MOI de 10. Luego del transcurso de 24 o 48 hs 
luego de la transducción las células fueron analizadas por citometría de flujo 
marcando específicamente la proteína GPC en la superficie con el anticuerpo 
monoclonal GB06-AE05 y luego con un anticuerpo secundario conjugado al 
fluoróforo FITC. Las células marcadas fueron procesadas en el citómetro de flujo 
FACSCalibur 255 provisto por la Academia Nacional de Medicina. 
Preparación de los inóculos de viriones brotantes 
Se infectaron células High FiveTM con los diferentes recBV y luego de 72 hs se 
colectó el sobrenadante. Se centrifugaron los viriones brotantes a 14.000 rpm 
durante 40 minutos y fueron resuspendidos en PBS.  
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 Ensayo de transducción in vivo en BALB/c con BV 
Un total de 8 ratones hembras BALB/c de 6 semanas de edad fueron inoculados 
por vía intraperitoneal con 108 partículas virales del recBV Ac-ie1GPC o del 
control Ac-ie1DsRed. Luego de 14 días, los animales se sacrificaron y se 
tomaron muestras de sangre y de bazo. 
Cultivo de esplenocitos y ensayo de inmunidad celular 
Para el aislamiento de esplenocitos, en condiciones de esterilidad, se colectaron 
los bazos de los animales al finalizar el experimento (14 dpi) en medio RPMI-
1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino (RPMI-10). Los esplenocitos 
se extrajeron presionando los bazos contra una malla metálica sobre una caja 
de Petri con 1-2 ml de medio RPMI-10. Luego, la suspensión celular fue 
transferida a un tubo cónico de 15 ml y se llevó a 4 ml con el mismo medio. Las 
células se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min a 8 °C y se resuspendieron 
en 4 ml de NH4Cl 0,1 M para lisar los glóbulos rojos. La suspensión se mezcló 
con vortex unos segundos, se incubó en hielo durante 3-4 min, se completó con 
10 ml de medio RPMI-10 y se centrifugó a 1500 rpm durante 5 min a 8 °C. El 
sobrenadante se descartó y el procedimiento se repitió para asegurar la lisis 
completa de los eritrocitos. Finalmente, las células se lavaron con el medio 
RPMI-10, se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min a 8 °C y se resuspendieron 
en 500 μl del mismo medio. El recuento de los esplenocitos vivos se realizó en 
una cámara de Neubauer utilizando el colorante azul tripán, el cual ingresa sólo 
en las células no viables, dejando a las viables incoloras. Se realizaron 
suspensiones con una concentración de 107 células en 2 ml de medio RPMI-10, 
las cuales fueron pre-estimuladas con 4 x 106 PFU de JUNV inactivado 
previamente con radiación UV. Luego de incubar las células 2 hs a 37 °C con 5% 
CO2, se enfrentaron los esplenocitos provenientes de los diferentes grupos 
experimentales con monocapas de células humanas A549 transducidas con el 
baculovirus Ac-ie1GPC o con el baculovirus Ac-Ie1DsRed. Los niveles de 
apoptosis en la monocapa celular de A549 inducida por los esplenocitos se 
midieron mediante la técnica de TUNEL luego de las 8 y 16 hs posteriores al 
inicio de la incubación con los esplenocitos pre-estimulados. 
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Determinación microscópica de la fragmentación del DNA (Método de 
TUNEL) 
Las células adheridas a los cubreobjetos fueron fijadas con 4 % de 
parafolmaldehído en PBS durante 10 min. y permeabilizadas mediante 
irradiación por microondas (370 W, 5 min.) en buffer citrato 10 mM pH 6. Los 
puntos de ruptura de las cadenas de DNA fueron marcados con dUTP 
derivatizado con digoxigenina (DIG), utilizando desoxinucleotidiltransferasa 
terminal (0.18 U/µl) de acuerdo al protocolo del fabricante. Luego de una 
incubación con 10 % de suero normal de burro en PBS por 40 min., las células 
fueron incubadas por 1 h. con un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con 
FITC (1:10) para detectar la incorporación de nucleótidos a los extremos 3´-OH 
del DNA fragmentado. Finalmente, las células fueron montadas y visualizadas 
por microscopía de fluorescencia.  
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Resultados 
Construcción del vector pBAcDis 
Se amplificó por PCR el gen completo gp64 incluyendo su propio promotor y su 
señal de poliadenilación. Posteriormente, se clonó el producto de PCR en el 
vector pCR-TopoTA obteniéndose 18 clones positivos. La secuencia clonada fue 
confirmada por secuenciación. A continuación, de acuerdo al esquema 
presentado en la Figura III.2.a, se realizaron las reacciones de amplificación 
correspondientes para incorporar los sitios de reconocimiento de enzimas de 
restricción necesarios para el objetivo planteado. La Figura III.2.b muestra la 
corrida electroforética de ambos productos de amplificación. 
Luego de la transformación pertinente, se obtuvieron 10 clones positivos. 
Finalmente, se liberó el gen gp64 modificado por digestión con las enzimas 
EcoRV y SacI y se clonó el mismo en el vector de transferencia pBacPAK9. La 
Figura III.2.c muestra un esquema del nuevo vector de transferencia generado 
pBAcDIS y de la confirmación por PCR del clonado descripto anteriormente. La 
generación del vector fue confirmada por digestión (Figura III.2.d) y por 
secuenciación (Figura III.2.e).  
Figura III. 2 Generación del vector de transferencia pBacDis para la exposición 
superficial de antígenos. a. Esquema de la modificación por PCR del gen de gp64. b. 
Amplificación de los fragmentos de 6 kpb y 120 pb. c.  Esquema del vector pBacDis y 
screening por PCR  del clonado del gen de gp64 modificado en pBacPAK9. d. Clones 
positivos confirmados por digestión con EcoRV y EcoRI. e. Alineamiento de las 
secuencias del clon 22 con la secuencia teórica de gp64 original, las secuencias 
remarcadas con óvalos rojos representan las incorporaciones realizadas por PCR. 
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Clonado de diferentes secuencias de G1 y de EGFP en pBAcDis 
El alineamiento entre la secuencia codificante para la glicoproteína G1 de JUNV 
y la secuencia codificante para la glicoproteína G1 de MACV se muestra en la 
Figura III.3.a. 
En el mismo pudieron localizarse 4 de los 5 dominios de interacción con el 
receptor de la transferrina humana (hTfR) caracterizados previamente para la 
proteína del virus Machupo [138]. A partir del análisis in silico se pudo identificar 
un péptido de 28 aminoácidos cuya secuencia contiene los motivos de 
interacción 1, 2, 4 y 5. 
Con primers específicos se amplificó la secuencia del péptido identificado 
mediante el análisis bioinformático (G1PD) y la secuencia completa de la 
proteína G1 (excluyendo su péptido señal y sin incorporar un codón de 
terminación) utilizando como molde la secuencia codificante para el precursor 
GPC de JUNV (Figura III.3.b y c). Todos los productos de PCR fueron clonados 
en el vector pGemT-easy. 
 
Posteriormente, utilizando los sitios de EcoRI incorporados durante la 
amplificación por PCR, se clonaron las secuencias de G1PD y G1 en el vector 
pBAcDIS de modo tal de que cada una de ellas quedara fusionada 
Figura III. 3 a. Alineamiento entre las secuencias aminoacídicas de las proteínas G1 
de MACV y JUNV. En rojo se encuentran señalados los motivos de interacción entre 
G1 de MACV y el receptor hTfR1 (Radoshtzky 2011) que fueron incluídos al 
amplificar el péptido denominado G1PD. b y c. Amplificación y clonado en el vector 
pGemT de las secuencias codificantes para  la proteína G1 completa y el péptido 
G1PD 
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traduccionalmente a la proteína GP64. La Figura III.4 muestra un esquema de 
los vectores pBAcDIS-G1PD y pBAcDIS-G1 obtenidos y los resultados 
correspondientes al screening de los clones por PCR. 
El mismo procedimiento experimental se dearrolló para generar el vector 
pBAcDis-EGFP. La Figura III.5 muestra el screening por PCR. Todas las 
construcciones obtenidas fueron confirmadas por secuenciación. 
Figura III. 4 Clonado de las secuencias codificantes para G1  y G1PD en el 
vector de transferencia pBacDis. Electroforesis en gel de agarosa del 
producto de amplificación de la secuencia de G1 (a) y de G1PD (b) durante 
un screening por colony PCR, obteniéndose 3 y 5 clones positivos, 
respectivamente. 
Figura III. 5 Electroforesis en gel de agarosa del producto de 
amplificación correspondiente al ORF de eGFP durante un screening 
por colony PCR (calles 1-7). Se obtuvieron 2 clones positivos (calles 
2 y 7). Como control positivo (C+) se utilizó una preparación del 
plásmido pEGFP-N3 diluída 1:1000. 
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Obtención de los baculovirus recombinantes Ac-G1Dis, Ac-G1PD y Ac-
EGFPDis 
Para obtener los recBV se co-transfectaron las diferentes construcciones 
previamente obtenidas con el bácmido bAcGOZA en células High FiveTM. La 
figura III.6.a muestra la obtención de poliedros 96 horas luego de haber realizado 
la transfección. En la figura III.6.b se puede observar la confirmación de la 
incorporación de las secuencias heterólogas en los tres casos mediante PCR 
utilizando como molde extracciones de DNA a partir de viriones brotantes (BV) 
en el sobrenadante del cultivo celular. 
Figura III. 6 a. Microscopía óptica: aparición de poliedros en las células High FiveTM 
co-transfectadas con el bácmido bAcGOZA y los plásmidos de transferencia. La 
aparición de poliedros en diferentes células vecinas es un indicio de la doble 
recombinación homóloga y producción de los baculovirus recombinantes Ac-
EGFPDis, Ac-G1Dis y Ac-G1PD. b. Confirmación por PCR de la incorporación de las 
secuencias heterólogas en el genoma de los virus recombinantes utilizando cómo 
molde DNA genómico y los primers egfpFW, egfpRv, g1Fw, g1Rv, g1pdFw y g1pdRv. 
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Expresión de la proteína quimérica GP64-EGFP  
Para poder determinar el correcto funcionamiento del sistema de expresión de 
proteínas en fusión traduccional con la copia adicional de GP64, se infectaron 
células Sf9 con el recBV Ac-EGFPDis. La figura III.7 muestra diferentes 
micrografías tomadas por microscopía confocal, observándose la fluorescencia 
correspondiente a la proteína EGFP de forma difusa en todas las células 
infectadas. 
Expresión de la proteína quimérica GP64-G1 
Una vez obtenido el recBV Ac-G1Dis y confirmada la incorporación de la 
secuencia de interés en su genoma, se procedió a identificar la expresión de la 
proteína quimérica GP64-G1. La figura III.8 muestra un Western blot realizado 
sobre un extracto celular infectado con un anticuerpo monoclonal anti-GP64. 
Cómo puede observarse en las calles donde se sembraron las proteínas 
provenientes de células High FiveTM infectadas con Ac-G1Dis se pueden 
Figura III. 7 Microscopía confocal de células High FiveTM infectadas con el baculovirus 
recombinante Ac-EGFPDis. Fluorescencia verde de eGFP (izquierda), morfología celular 
en campo claro (medio) y superposición de ambas imágenes (derecha). 
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identificar dos bandas de diferente tamaño correspondientes a la proteína GP64 
wild type y a la proteína de fusión GP64-G1. 
 
Del mismo modo se intentó identificar la proteína GP64-G1PD pero no fue 
posible observar diferencias de tamaño con la proteína GP64 wt. mediante 
Western Blot empleando anticuerpos anti-GP64, ni se observó reactividad de la 
misma con sueros específicos de JUNV. 
Ensayo de inoculación de células Sf9 infectadas en ratones BALB/c 
Para evaluar la inmunogenicidad de las proteínas quiméricas GP64-G1 y GP64-
G1PD expresadas en células de insecto se realizó inicialmente un ensayo in vivo 
utilizando como antígeno particulado células Sf9 infectadas con el baculovirus 
Ac-G1Dis,  Ac-G1PD o Ac-DsRed.  
Los resultados mostrados en la Figura III.9.a corresponden a los sueros 
obtenidos 15 días post-inoculación para cada uno de los tres grupos. Dichos 
sueros fueron analizados a través de un ELISA utilizando como coating células 
Vero infectadas con JUNV. Como puede observarse en los gráficos no existen 
diferencias significativas en la reactividad de los sueros obtenidos a partir de los 
tres grupos experimentales. Lo mismo sucedió a los 30 días post-inoculación 
(Figura III.9.b). La Figura III.9.c muestra la aparición de anticuerpos IgG 
específicos contra JUNV en todos los grupos en contraste con el grupo control 
inoculado con células infectadas con el baculovirus Ac-DsRed. Además, los 
sueros obtenidos y utilizados como fuente de anticuerpos primarios en este 
ELISA muestran una respuesta del tipo dependiente de la dosis. La figura III.9.d 
Figura III. 8 Western Blot de proteínas de lisados de células Sf9 infectadas 
con los baculovirus Ac-G1Dis y AcDsRed; revelado con un anticuerpo 
monoclonal anti-GP64. Las bandas correspondientes a las proteínas GP64 
(67 kDa) y GP64-G1 (80 kDa) se encuentran indicadas con flechas. 
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muestra una comparación de todos los grupos experimentales 45 d.p.i. 
incluyendo al grupo de animales inoculados con Candid#1 (resultados mostrados 
en detalle en el capítulo II).  
 
Figura III. 9 ELISA utilizando como coating células Vero infectadas con JUNV. Se 
evaluó la reactividad de los sueros extraídos de los ratones BALB/c pertenecientes 
a los cuatro grupos experimentales Sf9*Ac-DsRed, Sf9*Ac-G1Dis, Sf9*Ac-G1PD 
y Candid#1. Adicionalmente se utilizó como control PBS en lugar de anticuerpo 
primario. El ensayo se realizó utilizando los sueros etraídos a los 15 (a), 30 (b) y 45 
días luego de la primera inoculación (c y d). 
 
a. 
b. 
c. 
d. 
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Ensayo in vivo en ratones BALB/c utilizando viriones brotantes como 
inóculo 
Para poder evaluar la capacidad inmunogénica de los baculovirus Ac-G1Dis y 
Ac-G1PD se utilizaron como inóculo BV purificados parcialmente. Se inocularon 
un total de 12 animales BALB/c por vía subcutánea con el baculovirus Ac-G1, 
Ac-G1PD o el baculovirus control Ac-DsRed de modo tal de inyectar a cada 
animal con un total de 108 partículas virales. La figura III.10 corresponde a una 
inmunofluorescencia realizada utilizando como anticuerpos primarios pooles de 
aquellos sueros obtenidos de cada grupo experimentales sobre un cultivo en 
monocapa de células A549 que expresa en su superficie la proteína GPC de 
JUNV. En la misma puede observarse reacción positiva para el pool de sueros 
de los animales inoculados con el baculovirus Ac-G1Dis y, en menor medida, en 
los inoculados con Ac-G1PD. 
Figura III. 10 Inmunofluorescencia sobre células humanas A549 infectadas con JUNV 
incubadas con pooles de los sueros de los animales inoculados con los baculovirus Ac-G1PD 
(paneles superiores α-G1PD), Ac-G1Dis (paneles medios α-G1) y Ac-DsRed (paneles 
inferiores α-DsRed). La reactividad de los sueros fue revelada con el anticuerpo seundario 
anti-ratón ficoeritrina (PE).  
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Construcción del vector de transferencia pBacPAK9-ie1GPC para la 
transducción de células de mamífero. 
Se propuso obtener un recBV que tuviera la capacidad de expresar la proteína 
GPC en células de mamífero con el objetivo final de inducir la presentación 
antigénica vía MHC de clase I y, por consiguiente, el desarrollo de inmunidad 
celular específica en modelos animales. Para conseguir dicho objetivo en 
primera medida se construyó el vector de transferencia pBacPAK9-ie1GPC que 
contiene la secuencia codificante para GPC bajo el control del promotor del gen 
ie1 de citomegalovirus (CMV) capaz de ser reconocido por la RNA polimerasa II 
de mamífero. La figura III.11 muestra en su panel superior el screening por PCR 
del clonado del promotor ie1CMV en el vector pBacPAK9-GPC descripto en el 
capítulo II de esta tesis. El panel inferior muestra la confirmación por digestión 
con las enzimas BamHI y SacI liberando el fragmento correspondiente al 
promotor y al ORF de GPC. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III. 11 Screening de clones que hayan incorporado el promotor del gen 
ie1 de CMV en el vector pBacPAK9-GPC. Electroforesis en gel de agarosa del 
producto de amplificación correspondiente al promotor del gen ie1 de CMV 
durante un screening por colony PCR (panel superior). Screening por digestión 
con EcoRI liberando la secuencia correspondiante al promotor clonado y al 
ORF de GPC (panel inferior). 
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Expresión de la glicoproteína GPC en células Vero transducidas 
Para poder analizar si el baculovirus Ac-ie1GPC es capaz de inducir la expresión 
de GPC en células de mamífero se realizó un ensayo de transducción incubando 
una monocapa de células Vero al 60% de confluencia con el recBV durante una 
hora a 37°C a una MOI de 10. Luego de 24 o 48 hs después de la transducción 
las células fueron analizadas por citometría de flujo marcando específicamente 
la proteína GPC en la superficie con el anticuerpo monoclonal GB06-AE05 y 
luego con un anticuerpo secundario conjugado al fluoróforo FITC. La figura III.12 
muestra los resultados obtenidos para las 24 y 48 post-transducción comparando 
los niveles de fluorescencia obtenidos al incubar las células Vero con el 
baculovirus Ac-ie1GPC o con AcMNPV wt. 
 
 
 
Ensayo de transducción in vivo en ratones BALB/c  
 
Para evaluar si la inoculación con el baculovirus Ac-ie1GPC fue capaz de 
generar una respuesta citotóxica específica se realizaron cultivos de 
esplenocitos a partir del bazo de ratones inoculados con dicho baculovirus o con 
el virus control Ac-ie1DsRed. Las suspensiones de esplenocitos fueron pre-
Figura III. 12 Citometría de flujo realizada con células Vero incubadas con el baculovirus 
Ac-ie1GPC o AcMNPV wt. Para evidenciar la expresión de la proteína heteróloga, se 
utilizó el anticuerpo monoclonal anti-GPC GB06-AE05 y como anticuerpo secundario 
anti-ratón conjugado a FITC. El gráfico muestra el número de eventos en función de la 
cantidad de fluorescencia para células Vero transducidas con Ac-ie1GPC (verde) y 
AcMNPV wt (celeste). La ordenada corresponde al número de eventos y la abscisa a la 
intensidad relativa de fluorescencia verde. 
 
24 hs post-transducción 48 hs post-transducción 
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estimuladas durante 2 hs con JUNV (inactivado previamente con UV) y luego 
enfrentadas a cultivos en monocapa de células A549 transducidas con el 
baculovirus que induce la expresión de la proteína GPC (A549-GPC) o 
transducidas con el baculovirus control (A549). Luego de 16 hs se midieron los 
niveles de apoptosis (mediante la técnica de TUNEL) en la monocapa de células 
A549 observándose, como muestra la figura III.13, mayores niveles de apoptosis 
en aquellas células A549 que expresan GPC en su superficie y que fueron 
enfrentadas a los esplenocitos de ratones inoculados con el virus Ac-ie1GPC. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III. 13 Medición del número de células A549 transducidas con 
Ac-ie1GPC (A549-GPC) o con Ac-ie1DsRed (A549) que resultaron 
apoptóticas luego de ser incubadas con esplenocitos provenientes de 
ratones inoculados con el baculovirus Ac-ie1GPC (azul) o Ac-ie1DsRed 
(rojo) mediante la técnica de TUNEL. 
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Discusión 
Se generó un sistema basado en el baculovirus AcMNPV capaz de exponer 
péptidos de manera superficial, no disponible en nuestro laboratorio hasta el 
momento de la realización de la presente tesis doctoral. Este sistema incluye un 
vector de transferencia lo suficientemente versátil como para posibilitar el 
intercambio de promotores y de péptidos seña ly permite la generación de 
fusiones traduccionales con la proteína GP64.  Los resultados de microscopía 
confocal realizados con el baculovirus Ac-EGFPDis muestran que, si bien la 
proteína quimérica generada por este sistema se localiza en la membrana 
plasmática, también lo hace en el citoplasma, por lo que la localización mediada 
por el péptido señal de GP64 no es del todo efectiva en este contexto. Esto 
podría deberse a que la compleja estructura tridimensional que forma la proteína 
verde fluorescente distorsione la estructura de la proteína quimérica e interfiera 
con su localización. Asimismo, pudo observarse una importante acumulación de 
fluorescencia en el núcleo, distribución característica de la proteína EGFP. 
Con el fin último de generar alternativas para la vacunación de la población de 
riesgo no alcanzada por Candid#1, se generaron dos recBV con la capacidad de 
expresar dos proteínas quiméricas de GP64 que incluyen G1 completa de JUNV 
y un péptido pequeño, responsable de la interacción de la misma con su receptor 
celular. Si bien se pudo evidenciar la expresión de una de ellas en cultivo celular, 
no pudo observarse la incorporación de las proteínas quiméricas en la superficie 
del baculovirus mediante las herramientas con las que contamos hasta el 
momento. 
Por tal motivo, se realizaron ensayos exploratorios en ratones BALB/c utilizando 
como inmunógeno células Sf9 infectadas con los baculovirus Ac-G1Dis y Ac-
G1PD. Los resultados obtenidos fueron alentadores ya que a los 45 días de 
tratamiento se pudo evidenciar la aparición de anticuerpos específicos contra 
JUNV. Asimismo, resultó interesante el haber obtenido estos resultados sin la 
utilización de adyuvantes [126]. Dado que los antígenos particulados suelen 
tener mejores efectos inmunogénicos, el tamaño de las células infectadas puede 
haber colaborado con el desarrollo de la respuesta humoral. Además de la 
posible contaminación de los inóculos con BV que conservan su capacidad 
adyuvante [41]. 
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A pesar de que al momento no pudo demostrarse la exposición superficial, la 
identificación del péptido G1PD que contiene los residuos responsables de la 
interacción de la proteína G1 de JUNV con su receptor celular y la observación 
de la inmunogenicidad de dicho fragmento de G1 así como de G1 completa son 
evidencias importantes para continuar con su caracterización como 
inmunógenos. 
La utilización de los BV de los recBV Ac-G1Dis y Ac-G1PD en ensayos in vivo 
reveló que ambos virus son capaces de inducir la generación de anticuerpos 
específios contra JUNV. Si bien los niveles de reactividad observados por 
inmunofluorescencia de los sueros provenientes de animales inoculados con Ac-
G1PD fueron inferiores a los obtenidos tanto con Ac-G1Dis como con el 
baculovirus Ac-GPC descripto en el capítuo II, resulta interesante probar la 
capacidad neutralizante de los sueros obtenidos (Figuras II.14 y III.11). 
Paralelamente, se desarrollaron vectores que permitieron la generación de 
baculovirus con capacidad transductora en células de mamífero. Esto fue 
evaluado con el baculovirus Ac-ie1DsRed en diferentes tipos celulares. Del 
mismo modo, se obtuvo el baculovirus Ac-ie1GPC y su capacidad transductora 
se evidenció por Western Blot y por citometría de flujo. 
En ensayos in vivo inoculando ratones BALB/c con ambos baculovirus pudo 
observarse la capacidad de Ac-ie1GPC para desarrollar inmunidad celular 
espcífica contra JUNV. Cultivos de esplenocitos provenientes de ratones 
inoculados con dicho baculovirus y pre-estimulados con JUNV inactivado 
mostraron actividad citotóxica específica al inducir mayores niveles de apoptosis 
en cultivos celulares con expresión superficial de la proteína GPC. Estos 
resultados confirman lo descripto por Golden y colaboradores [139] quienes 
desarrollaron una vacuna a DNA utilizando preparaciones plasmídicas que 
codifican para la proteína GPC bajo el control de un promotor de mamífero. 
Mediante electroporación in vivo en el músculo previamente inoculado con el 
plásmido logran transfectar células somáticas que luego de expresar la proteína 
recombinante la procesan mediante la vía del proteasoma y la presentan por la 
vía MHC de clase I. En ese trabajo se confirmó la generación de inmunidad 
celular de memoria específica de JUNV y, además, se observó la protección de 
cobayos frente a desafíos con el agente etiológico. Sin embargo, la técnica de 
elctroporación in vivo es una práctica costosa y dependiente de instrumental 
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específico que muy difícilmente pueda ser utilizada en humanos como un 
procedimiento de inmunización masiva. Más aún, la utilización de vectores 
plasmídicos provenientes de bacterias que incluyan además genes de 
resistencia a antibióticos presentaría numerosos obstáculos para su 
implementación clínica. En ese sentido, la utilización de baculovirus como 
vectores para vehiculizar genes de interés puede ser una solución a ambas 
limitantes dada su eficiencia en el delivery del material genético, su incapacidad 
de replicar o integrar su genoma en células de mamífero y la inexistencia de 
posibles contaminantes pirógenos y de genes de resistencia a antibióticos.  
Nuestros resultados preliminares son muy alentadores y es necesario continuar 
profundizando la caracterización de la respuesta desarrollada analizando 
independientemente cada población celular y las citoquinas involucradas. 
La obtención de estos virus recombinantes y el desafío posterior con el agente 
etiológico en modelos animales adecuados resulta de sumo interés para su 
utilización en el corto plazo como vector de inmunización con el fin último de 
generar una alternativa a la vacuna que se suministra actualmente, permitiendo 
alcanzar de ese modo a poblaciones de riesgo que en la actualidad no pueden 
ser inmunizadas con una vacuna a virus atenuados.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo IV
Baculovirus como 
vector de terapia
génica contra
tumores pituitarios
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Introducción 
Los vectores de terapia génica constituyen una herramienta poderosa para el 
tratamiento de múltiples patologías. Pueden clasificarse en dos grandes 
categorías: vectores no virales y virales. Los vectores no virales consisten 
principalmente en vectores plasmídicos vehiculizados por polímeros que 
permiten el delivery del DNA facilitada por la formación de complejos, como los 
formados con lípidos cargados positivamente. Aunque estos vectores presentan 
ventajas en cuanto a su bioseguridad, su aplicación está limitada por la baja 
eficiencia en el delivery y la expresión de transgenes [140]. Por otra parte, los 
vectores virales, tales como los derivados de lentivirus, adenovirus y virus adeno-
asociados (AAV), tienen una mayor eficiencia en la entrada celular y la 
transducción de diferentes genes heterólogos (transgenes). Esencialmente, 
cualquier virus puede ser convertido en un vector de genes y las ventajas y 
desventajas dependerán de cada vector viral en particular. El mecanismo de 
replicación y el riesgo biológico inherente a su uso debido a que se trata de 
patógenos humanos modificados, son algunas de las características para ser 
analizadas en el momento en el que se elige un vector viral para terapia génica. 
En comparación con los vectores virales más comúnmente utilizados, los 
baculovirus poseen una serie de ventajas que les confieren una elevada 
potencialidad para su uso clínico. 
En primer lugar, la transducción (proceso por el cual los vectores virales ingresan 
a la célula y conducen a la expresión de un gen heterólogo) mediada por 
baculovirus no presenta ningún efecto tóxico contra las células de mamíferos y 
no perturba el crecimiento celular incluso a alta MOI [141, 142]. Por otra parte, 
los baculovirus no son capaces de replicar en células de mamífero transducidas 
[143]. Estas características de los baculovirus son particularmente importantes y, 
en sumatoria con el hecho de que no se trata de virus patógenos humanos, 
representan una ventaja significativa en relación al riesgo biológico. 
Otra ventaja de los baculovirus como vectores de terapia génica consiste en su 
capacidad de incorporación de DNA foráneo de gran tamaño. AcMNPV posee 
un genoma a DNA circular de 134 kpb de longitud y una capacidad de inserción 
de al menos 38 kpb adicionales. Esto resulta particularmente ventajoso frente a 
los vectores retrovirales y AAV [144]. 
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En comparación con otros vectores virales, los baculovirus son fáciles de 
producir. Otros vectores como, por ejemplo, los retrovirales, lentivirales, 
adenovirales y derivados de AAV, requieren la propagación en líneas celulares 
complementadoras que expresan proteínas y factores esenciales para su 
producción. En contraste, los baculovirus pueden ser propagados fácilmente 
mediante la infección de células de insecto en cultivo en suspensión o en 
monocapa. Además, la construcción, propagación, y la manipulación de los 
baculovirus se puede realizar en laboratorios de bioseguridad nivel 1 (BSL-1) sin 
la necesidad de equipamiento especializado. 
Por último, una de las ventajas más importantes reside en que los mamíferos no 
presentan inmunidad preexistente contra los baculovirus. Uno de los problemas 
asociados con otros vectores virales es que la mayoría de las personas están 
expuestas a estos virus y por ende al desarrollo de respuesta humoral específica. 
Los anticuerpos circulantes pueden reducir significativamente la eficiencia de la 
transducción con el vector viral. En contraste, el uso de baculovirus como 
vectores de terapia génica, reduce considerablemente los problemas asociados 
a la inmunidad preexistente [144]. 
En este contexto y en el marco de una colaboración con el grupo dirigido por la 
Dra. Adriana Seilicovich (INBIOMED, UBA-CONICET), se abordó el estudio del 
rol del péptido humanina (HN) en el desarrollo de tumores pituitarios utilizando 
al baculovirus AcMNPV como vector para la transducción de cultivos celulares, 
así como vector de terapia génica en ensayos in vivo.  
La adenohipofisis o glándula pituitaria libera hormonas de manera pulsátil; los 
pulsos se encuentran sincronizados por los patrones de secreción de las 
hormonas hipotalámicas [145]. El hipotálamo, a su vez, libera sustancias 
estimuladoras o inhibidoras de la síntesis de hormonas pituitarias, mediante los 
axones de las neuronas que llegan a la eminencia media. Los estímulos físicos 
y psíquicos que llegan al sistema nervioso central afectan al hipotálamo, 
estimulando o inhibiendo las neuronas que influyen sobre la actividad de la 
adenohipófisis. La función adenohipofisaria es regulada por factores periféricos 
y locales así como hormonas liberadas por las glándulas blanco, las cuales 
ejercen un feedback negativo sobre las hormonas hipofisarias. Además de este 
control hipotalámico y de la regulación ejercida por hormonas periféricas, las 
células adenohipofisarias pueden ser fuente de señales que intervienen en el 
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control local de las funciones de dicha glándula mediante mecanismos 
autocrinos, paracrinos o yuxtacrinos [146]. Existen numerosas moléculas 
sintetizadas localmente que están involucradas en la regulación de la secreción 
hormonal adenohipofisaria. Además, las células endoteliales, los pericitos y el 
propio tejido conectivo pueden liberar factores de crecimiento, citoquinas, 
proteoglicanos y proteasas capaces de actuar de manera paracrina sobre la 
liberación hormonal adenohipofisaria [146].  
La humanina (HN) es un pétido de 28 aminoácidos originalmente aislado a partir 
de bibliotecas de cDNA de pacientes enfermos de Alzheimer. Se encuentra 
codificado de forma solapada en la secuencia que codifica para el RNA 
ribosómico 16S mitocondrial. La HN y la ratina (HNr), un péptido homólogo en 
rata, han sido detectadas en varios tejidos y tienen una acción antiapoptótica 
(Figura IV.1).  
 
 
 
 
Figura IV. 1 Esquema de la disposición genómica mitocondrial de la secuencia 
codificante para el péptido humanina (panel superior) y comparación de la 
secuencia aminoacídica de los péptidos humanina y ratina (panel inferior) 
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En ratas adultas, la presencia de HNr fue detectada en corteza cerebral, 
hipocampo, testículo y músculo esquelético, entre otros. Los resultados 
obtenidos hasta el momento indican que la HNr se expresa en la adenohipófisis 
de ratas hembras y machos, mostrando un dimorfismo sexual. Los estrógenos 
parecen inhibir la expresión de HNr. La HNr también se expresa en células 
pituitarias tumorales, pero en estos casos no se observa respuesta a la acción 
estrogénica inhibitoria.  
Numerosos estudios han demostrado que la HN suprime la muerte en neuronas 
expuestas a agresiones como el péptido β-amiloide, el estrés oxidativo, la 
carencia de suero y la hipoxia. Los efectos citoprotectores de la HNr han sido 
descriptos en diversos tipo celulares, entre ellos neuronas, linfocitos, células 
hematopoyéticas, células β pancreáticas, células germinales testiculares y 
células de Leydig.  
Los resultados obtenidos hasta el momento indican que la HN ejerce una acción 
antiapoptótica en células adenohipofisarias, especialmente lactotropas y 
somatotropas, así como en células GH3 de tumores somatolactotropos.   
Los prolactinomas son los tumores más frecuentemente encontrados en la 
hipófisis y representan casi el 15 % de todos los tumores intracraneales. Si bien 
los prolactinomas son más frecuentes en mujeres que en hombres, no hay 
evidencia clara de una correlación directa entre la exposición a estrógenos y el 
desarrollo de los prolactinomas. Aunque los prolactinomas pueden ser tratados 
efectivamente con agonistas dopaminérgicos, alrededor del 20 % de los 
pacientes desarrollan resistencia al tratamiento por lo que es necesaria una 
mejor comprensión de los mecanismos subyacentes en esta patología. La 
expresión de ciertos genes en prolactinomas humanos y de rata ha sido 
caracterizada, observándose que algunos de ellos se encuentran relacionados 
con la proliferación celular y la apoptosis. Recientemente ha sido demostrado 
que la HN está sobreexpresada en células de cáncer gástrico, sobre las cuales 
ejerce una actividad antiapoptótica, sugiriendo que la estimulación de la 
expresión de este péptido sería un importante evento molecular en la 
tumorigénesis.  
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En estudios preliminares del grupo del INBIOMED se demostró que tanto en 
cultivos celulares tumorales pituitarios como en muestras extraídas de pacientes 
y de modelos animales convalecientes existe una significativa sobre-expresión 
del péptido HN. 
Además, se observó que al incubar células GH3 con HN exógena la apoptosis 
disminuye significativamente. Para caracterizar el mecanismo por el cual la HN 
sería capaz de inhibir la apoptosis se repitieron los ensayos incubando las 
células con HN y TNF-α en presencia de diferentes inhibidores de factores que 
actúan en las distintas vías pro-apoptóticas, sugiriendo que STAT3, NFκB y la 
familia de Bcl2 estarían involucrados en la acción anti-apoptótica generada por 
la HN en células pituitarias. En conclusión, el mecanismo de acción de la HN en 
células tumorales pituitarias exhibe cierta complejidad e involucra múltiples vías. 
Por ello ha resultado de gran interés contar con un método que permita analizar 
el comportamiento de las células tumorales al ser desprovistas de la expresión 
endógena de HN [147].  
En ese sentido, el silenciamiento mediado por RNA de interferencia (RNAi) es 
una herramienta valiosa que permite regular negativamente y de forma selectiva 
la expresión de proteínas y péptidos [148]. El mecanismo de acción de los RNAi 
consiste principalmente en una función de silenciamiento post-transcripcional 
altamente conservada mediada por moléculas de RNA de doble cadena (dsRNA). 
El silenciamiento de un gen determinado puede obtenerse de dos formas 
diferentes: (i) utilizando directamente moléculas de dsRNA que por algún método 
son introducidas en el interior de las células (siRNA) o bien (ii) utilizando 
moléculas de DNA que codifiquen para una molécula pequeña de RNA con 
estructura secundaria de horquilla, short hairpin RNA (shRNA), y de este modo 
la especie de RNA capaz de mediar el silenciamiento se expresa directamente 
en el interior de la célula . 
Para llevar adelante la expresión de un shRNA es necesario diseñar de forma 
meticulosa el vector que será utilizado para vehiculizarlo. En primer lugar, es 
necesario elegir un promotor adecuado que controle la transcripción. El promotor 
más utilizado es el promotor U6 que es reconocido por la RNA polimerasa III. 
Dicha RNA polimerasa es la encargada de sintetizar moléculas de RNA 
pequeños en la célula y diversos trabajos han demostrado que es muy eficiente 
en la transcripción de shRNA. Un shRNA típico se encuentra conformado por 
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una región de doble cadena de entre 19 y 25 bp complementarios con la 
secuencia target, conectados entre sí por un loop simple cadena de entre 5 y 10 
bases. Finalmente, la construcción del vector debe incorporar una secuencia 
terminadora de la transcripción que sea reconocida por la RNA polimerasa III. 
Una vez expresado el shRNA en el interior de la célula, la molécula de dsRNA 
resultante sigue el camino de maduración característico de los miRNA y de este 
modo es capaz de llevar adelante su función regulatoria (Figura IV.2). 
Figura IV. 2 Esquema explicativo de la maduración y función de un shRNA 
vehiculizado por un baculovirus. Brevemente, el virión brotante baculoviral ingresa 
a la célula por endocitosis, la nucleocápside es liberada al citoplasma y el DNA llega 
al núcleo. La RNA polimerasa III reconoce el promotor U6 que controla la expresión 
del shRNA y comienza la transcripción. El resultado de la transcripción es procesado 
secuencialmente por las proteínas Drosha (en el núcleo) y Dicer (ya en el citoplasma). 
Finalmente, una de las hebras del RNA doble cadena resultante es cargado por el 
complejo formado por RISC y AGO2 para ejercer su función regulatoria.  
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El objetivo general del presente capítulo consistió en el diseño, la obtención y el 
análisis del efecto de un shRNA (short hairpin RNA) con el mRNA de HN como 
“blanco” y en la generación de un baculovirus AcMNPV recombinante capaz de 
vehiculizar dicho cassette de silenciamiento. 
 
Objetivos específicos del capítulo 
 
1. Diseño de un shRNA con la capacidad de regular negativamente la 
expresión de los péptidos Humanina (HN) y Ratina (HNr) en tumores 
pituitarios y obtención de recBV con capacidad transductora. 
2. Detección de la expresión de HNr en cultivos celulares tratados con 
plásmidos portadores del cassette de silenciamiento y con los recBV y 
medición de la funcionalidad citoprotectora de HNr. 
3. Evaluación de la sobrevida y progresión tumoral en un modelo animal 
adecuado para tumores pituitarios. 
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Materiales y métodos 
Diseño del shRNA específico de HN y HNr 
Dado que la secuencia nucleotídica de la ratina (HNr) posee un 73% de identidad 
con la secuencia codificante para la humanina (HN), se diseñó un shRNA cuya 
secuencia blanco fuera completamente complemetaria a la región en la que 
ambas secuencias son idénticas. De este modo, se incrementó la posibilidad de 
que el shRNA sea capaz de reconocer el mRNA que codifica para cada uno de 
los péptidos y consiguientemente conducir al clivaje del mismo (Figura IV.2).  
La secuencia diseñada in silico es la siguiente: 
GACCCTATGGAGCTTCAATTTAGAGAACTTAAATTGAAGCTCCATAGGGTC, 
dónde la secuencia resaltada en gris corresponde al loop que conecta ambas 
hebras de la horquilla. 
Construcciones plasmídicas 
Para llevar adelante dicho objetivo, se diseñó un shRNA con la secuencia 
correspondiente a un tramo del mRNA de la HN y de la HNr como secuencia 
target y se sintetizó un cassette (GenScript®) capaz de dirigir la expresión del 
mismo bajo el control del promotor U6, adicionando además la secuencia 
codificante para el gen indicador dTomato bajo el control del promotor del gen 
ie1 de citomegalovirus, con el objetivo de poder diferenciar fácilmente aquellas 
células que fueron transformadas exitosamente de aquellas que no lo fueron. 
Adicionalmente se incorporaron sitios de reconocimiento para diferentes 
enzimas de restricción con el objetivo de generar vectores versátiles que 
permitieran realizar futuros nuevos ensayos cambiando la secuencia del shRNA 
deseado. (Figura IV.3). 
Con el fin de evaluar el funcionamiento del sistema y el rol del silenciamiento de 
HN en cultivo celular, se clonó el cassette previamente descripto en el vector 
pUC57 generando el plásmido pUC57-shHN.  
Asimismo, se clonó el cassette de silenciamiento en el vector de transferencia 
pBacPAK9 para permitir la generación de recBV que incorporen la construcción 
previamente realizada en su genoma, dando origen al vector pBacPAK9-shHN. 
Los plásmidos fueron recibidos inmovilizados en papel de filtro estéril y fueron 
resuspendidos en 40 µl de agua estéril y utilizados para transformar E.coli 
electrocompetentes (cepa TOP10). 
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Construcciones plasmídicas control 
Utilizando sitios de restricción de EcoRI incorporados durante el diseño a ambos 
lados de la secuencia del shRNA, se generó el vector pUC57-shRNA(-). Para 
ello se digirió 1 µg de preparación plasmídica con la enzima EcoRI durante 3 hs 
a 37°C. Luego, se inactivó la enzima de restricción durante 20 min a 75°C y se 
diluyó la mezcla de digestión mil veces con el objetivo de favorecer únicamente 
la religación unimolecular. Finalmente, se tomaron 2 ul de la dilución previamente 
realizada y se preparó una mezcla de ligación utilizando la enzima ligasa de fago 
T4. Luego de la incubación pertinente a 16°C durante 12 hs, se transformaron E. 
coli TOP10 electrocompetentes. Finalmente, siguiendo la misma metodología 
para generar el plásmido pUC57-shRNA(-), se obtuvo el vector de transferencia 
control pBacPAK-shRNA(-). La secuencia de ambos vectores fue confirmada por 
el método de secuenciación tradicional de Sanger en Macrogen 
(www.macrogen.com). Dichos vectores fueron utilizados como controles 
negativos en los ensayos posteriores. 
Cultivo de células GH3 
Las células GH3 (línea celular somatolactotrópica tumoral proveniente de 
adenoma de rata) se cultivaron en medio de cultivo D-MEM con SFB 10 % 
suplementado con aminoácidos MEM (10 µl/ml), L-glutamina (2 mM), anfotericina 
B (5.6 µg/ml), y estreptomicina (100 mg/ml).  Las células fueron cosechadas 
cuando llegaron a una confluencia del 80 %. Brevemente, se lavaron dos veces 
Figura IV. 3 Esquema del cassette de silenciamiento que incorpora la secuencia que 
codifica para el shRNA específico para HN y HNr bajo el control del promotor U6 de la 
RNA pol III (U6-P). Adicionalmente se incorporó la secuencia codificante para la proteína 
dTomato bajo el control del promotor del gen ie1 de CMV fusionado a un enhancer 
(ie1CMV-E; ie1CMV-P).  
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con PBS con el fin de remover restos de SFB que pudieran interferir con la 
actividad enzimática de la tripsina. Las células fueron incubadas con 0.025 % de 
tripsina-EDTA y luego con DMEM-S con SFB 10 % para bloquear la tripsina. 
Posteriormente, las células fueron sembradas sobre cubreobjetos en placas de 
24 pocillos (1 x 105 células/ml/pocillo) para determinar la apoptosis por el método 
de TUNEL, las células fueron preincubadas con HN (0.5 M) durante 2 hs. antes 
del agregado de TNF-α (50 ng/ml) durante 24 hs.  
Transformación de células GH3 con las construcciones obtenidas 
Se transfectaron células GH3 con los plásmidos pUC57-shHN y pUC57-sh(-) 
utilizando como reactivo de transfección Lipofectamina y siguiendo las 
indicaciones del proveedor. Para ello, se sembraron 106 células GH3 en placas 
de 12 pocillos y una vez adheridas se incubaron las mismas con 1 µg del 
plásmido correspondiente y el reactivo de transfección. Se tomaron muestras a 
las 16, 24 y 48 hs y se determinó la expresión del gen indicador y de HNr. En 
algunos experimentos, las células fueron incubadas con TNF-α (50 ng/ml) 
durante otras 24 h. Las células fueron fijadas con paraformaldehído (PFA) al 4 %. 
Expresión del gen indicador dTomato 
Se observó la expresión del gen indicador dTomato en las células transfectadas 
mediante microscopía de epifluorescencia utilizando el microscopio de 
fluorescencia invertido Nikon Eclipse para monitorear el cultivo celular sin 
necesidad de detener el experimento. La aparición de fluorescencia se tomó 
como indicativo para proceder al procesamiento de las muestras y continuar con 
la medición de HNr. 
Immunolocalización de HNr  
La presencia de HNr en células GH3 fue evaluada por inmunofluorescencia 
indirecta. Las células GH3 cultivadas en cubreobjetos de vidrio fueron fijadas en 
paraformaldehído (PFA) al 4%. Las células fueron incubadas durante 1 h con el 
anticuerpo anti-HNr (Sigma, 1: 100), y luego durante 1 h con IgG anti-conejo 
FITC (Vector Laboratories, 1:50). Finalmente, los preparados fueron montados 
en medio de montaje para fluorescencia (Vectashield, Vector Laboratories, Inc., 
Burlingame, CA, EEUU) conteniendo 4', 6-diamino-2 dihidrocloro fenilindol (DAPI) 
para marcación de DNA y visualizadas en un microscopio de fluorescencia 
Capítulo IV 
117 
 
(Axiophot, Carl Zeiss Jena, Alemania). Los controles fueron incubados con el 
suero normal correspondiente o IgG en lugar de anticuerpo primario. 
Determinación microscópica de la fragmentación del DNA (Método TUNEL) 
Las células adheridas a los cubreobjetos fueron fijadas con 4 % de 
paraformaldehído en PBS durante 10 min. y permeabilizadas mediante 
irradiación por microondas (370 W, 5 min) en buffer citrato 10 mM pH 6. Los 
puntos de ruptura de las cadenas de DNA fueron marcados con desoxi-UTP 
conjugado con digoxigenina, utilizando desoxinucleotidiltransferasa terminal 
(0.18 U/µl) de acuerdo al protocolo del fabricante. Luego de una incubación con 
10 % de suero normal de burro en PBS por 40 min, las células fueron incubadas 
por 1 h con un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con FITC (1:10) para 
detectar la incorporación de nucleótidos a los extremos 3´-OH del DNA 
fragmentado. Finalmente, las células fueron montadas y visualizadas como fue 
descripto. El porcentaje de células adenohipofisarias apoptóticas fue calculado 
como [(TUNEL+)/células totales] x 100, el porcentaje de células transfectadas 
como [(TUNEL+ dTomato+)/células dTomato+ totales] x 100. 
Obtención de los baculovirus recombinantes Ac-shHN y Ac-sh(-). 
Se utilizó el sistema desarrollado por Je et al. (2001, 2003), basado en un 
bácmido (genoma viral capaz de replicar en E. coli, denominado bAcGOZA) 
deficiente en el gen esencial ORF1629 y el rescate de DNA viral viable por 
recombinación con un plásmido de transferencia que contiene ese gen junto con 
otros que se desea expresar [123], [122]. Para ello, se cotransfectaron los DNA 
del plásmido de transferencia y del bácmido en células Sf9 empleando el reactivo 
Cellfectin II, de acuerdo a las indicaciones del fabricante. 
Preparación de los inóculos de viriones brotantes 
Se infectaron células High FiveTM con los diferentes recBV (Ac-shHN y Ac-sh(-)) 
y luego de 72 hs se colectó el sobrenadante. Se centrifugaron los viriones 
brotantes a 14.000 rpm durante 40 minutos y fueron resuspendidos en PBS.  
Ensayo in vivo en ratones nude 
Un total de 16 ratones nude fueron inoculados por vía subcutánea con 106 
células GH3. Se observó la aparición de tumor monitoreando los animales 
diariamente y tomando registro del volumen tumoral. Cuando los tumores 
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alcanzaron los 1000 mm3 (aproximadamente 30 días post-inoculación) se 
administró por vía intratumoral el baculovirus Ac-shHN (8 animales) o el 
baculovirus Ac-sh(-) como control (8 animales). Luego, se continuó con el 
monitoreo y el registro del volumen tumoral así como de la mortalidad de los 
animales pertenecientes a los diferentes grupos experimentales. 
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Resultados 
Verificación de las construcciones para el silenciamiento 
Los plásmidos pUC57-shHN y pBacPAK9-shHN fueron transformados en E.coli 
TOP10 competentes. A continuación, se propagaron las bacterias 
recombinantes en cultivo líquido y se realizó una preparación de DNA plasmídico 
con el fin de observar la integridad y el tamaño de los mismos a través de 
electroforesis en gel de agarosa (Figura IV.4 panel izquierdo). La Figura IV.4 
panel derecho muestra los productos de digestión de los vectores pUC57-shHN 
y pBacPAK9-shHN con la enzima EcoRI. De este modo pudo confirmarse que la 
síntesis de los mismos en esa región fue correcta. Asimismo, pudo observarse 
que el tamaño de ambos vectores digeridos fue el esperado (4,5 kpb para el 
plásmido pUC57-shHN y 7,3 kpb para el plásmido pBACPAK9-shHN). 
A continuación, de acuerdo a la metodología descripta en la sección “Materiales 
y métodos”, se obtuvieron los vectores control pUC57-sh(-) y pBacPAK9-sh(-) y 
se procedió a los ensayos en cultivo celular. 
Figura IV. 4 Esquema de la construcción control (panel superior). 
Electroforesis en gel de agaosa para determinar integridad y tamaño 
de las construcciones (panel inferior izquierdo) y corrida 
electroforética de la digestión con EcoRI para la obtención de la 
construcción control. 
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Ensayos de expresión transitoria en cultivo celular. 
Para evaluar si la inhibición de la HNr afecta la apoptosis de células pituitarias 
GH3 se realizaron, en primera medida, ensayos de expresión transitoria 
mediante la transdección in vitro del plásmido pUC57-shHN. Mediante la 
cuantificación de células GH3 dTomato-positivas a distintos tiempos post-
transfección (Figura IV.5) pudo observarse una mayor eficiencia de transfección 
(32 %) utilizando 1µg de DNA sobre 5x105 células.(Figura IV.6).  
Ya a las 16 hs post-transfección se observó la expresión de dTomato. 
Coincidentemente, se observó una disminución de la expresión de HNr en 
células detectada por inmunofluorescencia (Figura IV.6).  
 
Figura IV. 5 Transfeccón con el plásmido pUC57-shHN y 
verificación de la expresión de la proteína dTomato. 
 
Figura IV. 6 Transfeccón con el plásmido pUC57-shHN y detección de HNr por 
inmunofluorescencia 6 (superior) y 16 (inferior) horas post-transfección. Las flechas 
blancas indican aquellas células dTomato+ con expresión disminuída de HNr. 
 
dTomato 
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Ensayos de funcionalidad del silenciamiento de HNr 
Para determinar el efecto del silenciamiento de la HNr, se evaluaron los niveles 
de apoptosis en células GH3 luego de distintos tiempos de transfección con el 
plásmido pUC57-shHN y el plásmido control. Luego de 16 hs. de transfección, 
no hubo diferencias entre los niveles de apoptosis en células GH3 totales 
transfectadas con el plásmido control y con el plásmido pUC57-shHN. Sin 
embargo, la inhibición de la expresión de HNr mediante el plásmido pUC57-shHN 
produjo un aumento estadísticamente significativo en los niveles de apoptosis en 
células GH3 en comparación con las células tratadas con el plásmido control, 
luego de 24 y 48 hs post-transfección. Por su parte, al analizar solamente las 
células dTomato positivas, es decir, las células efectivamente transfectadas, 
observamos un incremento mucho más notable en los niveles de apoptosis a las 
24 y 48 hs (Figura IV.7).  
 
 
 
 
Figura IV. 7 Porcentaje de células apoptóticas medidas por la técnica de TUNEL en 
función del tiempo luego de la transfección con el plásmido pUC57-shHN o con el 
plásmido control.  
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También se propuso evaluar la acción de la HNr endógena frente al estímulo 
proapoptótico del TNF-α. Para lograr dicho objetivo, se transfectaron células 
GH3 con ambos vectores plasmídicos de forma independiente. Luego de 24 hs. 
las células fueron incubadas con TNF-α por otras 24 hs. En la población total de 
células, el TNF-α aumentó los niveles de apoptosis tanto en células tratadas con 
el plásmido control como con pUC57-shHN (Figura IV.8 A). En células dTomato 
positivas, el shRNA produjo un incremento de la apoptosis basal y la inducida 
por el TNF-α, siendo el efecto proapoptótico del TNF-α mayor en células 
transfectadas con el plásmido pUC57-shHN que con el plásmido control (Figura 
IV.8 B). Estos resultados muestran que el RNA de interferencia inhibe la 
expresión de la HNr y que esta inhibición produce un aumento en la apoptosis, 
indicando que la HNr endógena ejercería un efecto antiapoptótico. Además, la 
inhibición de la HNr resultó en un aumento en la apoptosis inducida en presencia 
de TNF-α, sugiriendo que la HNr endógena protegería a las células de la 
apoptosis inducida por TNF-α. 
Figura IV. 8 Efecto de la inhibición de HNr endógena sobre la apoptosis inducida por TNF-
α en células GH3. Células GH3 fueron transfectadas con 1 μg del DNA de plásmido control 
(pUC57-shARN(-)) o plásmido con el RNA de interferencia para HNr (pUC57-shHN) 
durante 24 hs e incubadas con TNF-α (50 ng/ml) durante otras 24 hs o con medio de cultivo 
(Veh). La apoptosis fue evaluada por el método de TUNEL en  células totales (panel 
superior) y células transfectadas dTomato+ (panel inferior). * p < 0.05 vs. respectivo plá
smido control, ^ p < 0.05 vs. respectivo control sin TNF-α. 
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Obtención de los baculovirus recombinantes Ac-shHN y Ac-sh(-) 
Se co-transfectaron células de insecto High FiveTM con el bácmido bAcGOZA y 
el plásmido pBacPAK9-shHN o pBacPAK9-sh(-) respectivamente. Se 
monitorearon los cultivos por microscopía de campo claro hasta observar la 
formación de poliedros a las 96 horas post transfección. Del mismo modo, se 
observó la aparición de fluorescencia roja, correspondiente a la expresión de la 
proteína reportera dTomato, mediante microscopía de epifluorescencia en 
células High FiveTM infectadas con el sobrenadante de la co-transfección (Figura 
IV.9). De esta forma, se obtuvo el recBV que lleva en su genoma el cassette de 
silenciamiento (Ac-shHN) y el baculovirus control (Ac-sh(-)) que sólo expresa la 
proteína dTomato. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura IV. 9 Obtención del baculovirus recombinante Ac-shHN. Aparición de 
poliedros en las células High FiveTM co-transfectadas con el vector de transferencia 
y el bácmido bAcGOZA 96 hs post-transfección (panel izquierdo). Expresión de la 
proteína fluorescente dTomato en cultivo de células High FiveTM infectado con el 
sobrenadante de co-transfección (panel derecho). 
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Transducción de células GH3 mediada por baculovirus 
Se incubaron células GH3 con los recBV utilizando una MOI de 10 obteniéndose 
una eficiencia de transducción superior al 80% (Figuras IV.10).  
  
 
 
Figura IV. 10 Transducción de células GH3 con el baculovirus Ac-shHN. 
Microscopía de fluorescencia evidenciando la expresión de dTomato (panel superior). 
Cuantificación del número de células dTomato+ para estimar la eficiencia de la 
transducción (panel inferior). 
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Ensayos de funcionalidad utilizando los baculovirus Ac-shHN y Ac-sh(-) 
Para determinar el efecto del silenciamiento de la HNr generado por la 
transducción mediada por los recBV, se evaluaron los niveles de apoptosis en 
células GH3 a distintos tiempos luego de la transducción con el baculovirus Ac-
shHN y el baculovirus control. Luego de 48 hs. post transducción, la inhibición 
de la expresión de HNr produjo un aumento en la apoptosis de células GH3 en 
las células dTomato positivas (Figura IV.12).  
Ensayos in vivo en ratones nude. 
Un total de 16 ratones nude fueron inoculados con una suspensión de 106 células 
tumorales GH3 con el objetivo de que desarrollen tumor. Se monitoreó la 
progresión tumoral en los en los animales y posteriormente los mismos fueron 
divididos en dos grupos experimentales iguales. Un grupo fue tratado con el 
baculovirus Ac-shHN y el otro con el baculovirus control Ac-sh(-). La Figura 
IV.13A muestra el incremento en el volumen de los tumores a lo largo del tiempo, 
iniciando el registro al momento de la inoculación con el baculovirus 
correspondiente. Puede observarse una tasa de crecimiento superior en el grupo 
de ratones tratados con el baculovirus control, aunque con mayor dispersión. Por 
su parte, en los ratones tratados con el baculovirus Ac-shHN puede observarse 
una velocidad inferior en la progresión tumoral y una diferencia en el volumen de 
los tumores que se vuelve significativa a los 14 días post inoculación (Figura 
IV.13A y 13B).  
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Figura IV. 11 Medición del número de células GH3 apoptóticas luego de ser transducidas 
con el baulovirus Ac-shHN o el baculovirus control mediante la técnica de TUNEL. 
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En el estudio también se registró el nivel de sobrevida de los ratones 
pertenecientes a los dos grupos experimentales. La figura IV.14 muestra el 
porcentaje de ratones sobrevivientes durante el ensayo, observándose un 40% 
de sobrevida a los 75 días del ensayo en el caso de los ratones inoculados con 
el baculovirus Ac-shHN, mientras que en el caso de los ratones inoculados con 
el baculovirus control se observó un 100% de mortalidad a los 52 días del ensayo. 
Figura IV. 12 Registro de la progresión del crecimiento tumoral (mm3) en ratones 
nude con células GH3 implantadas tratados con el baculovirus control Ac-sh(-) o con 
el baculovirus Ac-shHN (panel izquierdo). Tamaño del tumor implantado (mm3) en 
ratones tratados con ambos baculovirus respectivamente luego de 14 días lueo de la 
inoculación con los viriones brotantes (panel derecho). 
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Figura IV. 13 Análisis de la sobrevida de los ratones con tumores 
implantados tratados con el baculovirus control Ac-sh(-) (rojo) y con el 
baculovirus Ac-shHN (azul). 
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Discusión 
Nuestros resultados muestran que la HNr actuaría como un factor antiapoptótico 
en células GH3 y que su inhibición incrementa significativamente los niveles de 
apoptosis en este tipo celular tumoral. Al suministrar conjuntamente el vector que 
expresa el RNA de interferencia con TNF- α pudimos observar que el efecto pro-
apoptótico del TNF- α se vió potenciado en los cultivos celulares previamente 
transfectados con el plásmido portador del shRNA. Dicho de otro modo, la HNr 
endógena podría estar interfiriendo en la apoptosis inducida por TNF- α y su 
silenciamiento permitiría que se ponga de manifiesto de forma más notoria el 
efecto de esa interleuquina. Sin embargo, el mecanismo de acción por el que 
HNr inhibe la apoptosis inducida por TNF- α sería compleja y podría implicar 
múltiples vías [147].  
Cuando se utilizaron los recBV para la transducción de las células GH3 se 
confirmaron los resultados previamente obtenidos con la transfección plasmídica. 
De hecho, se observó un incremento significativo en el porcentaje de células 
dTomato positivas, indicador de que la eficiencia de transducción superó 
notablemente a la eficiencia de transfección. Asimismo, los niveles de expresión 
de la proteína dTomato fueron significativamente más elevados, al punto de 
poder observarse cúmulos de proteína fluorescente a las 96 horas post 
transducción. Estos resultados constituyen en sí mismos un hallazgo muy 
importante dado que a la actualidad no se encontraba reportada en la bibliografía 
la capacidad transductora del baculovirus AcMNPV en células tumorales de 
adenohipófisis. 
El análisis de funcionalidad realizado por TUNEL mostró que el baculovirus Ac-
shHN fue capaz de inducir niveles de apoptosis en células GH3 hasta 3 veces 
superiores en relación al baculovirus control, demostrando que AcMNPV es 
capaz de vehiculizar eficientemente el RNA de interferencia. 
Finalmente, los resultados obtenidos en los ensayos in vivo mostraron que la 
inhibición de la HNr endógena tiene un efecto significativo en la progresión de 
los tumores pituitarios en el modelo de tumores implantados en ratones nude 
desprovistos de sistema inmunológico. Este modelo resultó de gran utilidad para 
poder medir los efectos del silenciamiento de la HNr endógena en el desarrollo 
de la patología tumoral sin la posible interferencia del sistema inmune y del efecto 
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adyuvante intrínseco del vector baculoviral utilizado. El shRNA diseñado mostró 
una fuerte actividad pro-apoptótica en cultivos celulares y AcMNPV resultó ser 
un excelente vector para este tipo tumoral mostrando altos niveles de expresión 
y conduciendo a una progresión tumoral marcadamente más lenta y una mayor 
sobrevida.  
Estos resultados podrían ayudar a diseñar terapias que utilicen HN como un 
objetivo potencial para el tratamiento alternativo de los tumores hipofisarios y al 
baculovirus AcMNPV como vector para terapia génica. 
En la actualidad se utilizan en fase experimental diferentes vectores virales para 
terapia génica de cáncer y otras patologías. Independientemente de las 
diferencias en las eficiencias de delivery de genes la inmunidad pre-existente 
constituye el obstáculo más importante que cualquier vector debe sortear. En el 
caso de los adenovirus, por ejemplo, la inmunidad pre-existente es tan fuerte y 
tan difundida en la población que muchos de los ensayos clínicos han fracasado 
y la utilización de muchos de los vectores desarrollados ha quedado relegada 
sólo a órganos inmuno privilegiados donde la presión del sistema inmune es 
menor [149, 150]. Los baculovirus, por su parte, si bien son altamente 
inmunogénicos, no suelen exhibir este inconveniente dado que los seres 
humanos no solemos presentar inmunidad pre-existente específica [77, 144]. 
Esta ventaja por sobre otros vectores virales de terapia génica convierte a los 
baculovirus en una herramienta prometedora para futuros ensayos clínicos. 
Gracias a que el diseño de la secuencia shRNA que expresa el baculovirus 
recombinante obtenido reconoce tanto el mRNA de HN humano como el de rata, 
ha sido posible su uso en otros proyectos de colaboración que involucran otros 
tipos tumorales como por ejemplo líneas tumorales derivadas de cáncer de 
mama y de gliomas obteniéndose resultados muy alentadores tanto in vitro como 
in vivo, confirmando que la HN es un excelente candidato para la terapia anti 
tumoral y que el baculovirus AcMNPV es un vector muy eficiente para el delivery 
y el silenciamiento de genes.   
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Conclusiones 
El presente trabajo doctoral apuntó a la explotación de los baculovirus en 
diferentes aplicaciones vinculadas con la salud humana. 
En primer lugar, se utilizó la plataforma de expresión de proteínas 
recombinantes en células de insecto mediada por AcMNPV para expresar la 
proteína GPC de JUNV. 
Las glicoproteínas de superficie derivadas de GPC son responsables de la 
interacción de la partícula viral con la célula hospedadora y de mediar el ingreso 
a la misma. Por tal motivo, el desarrollo de alternativas vacunales seguras que 
apunten a generar inmunidad específica contra dicha proteína resulta de gran 
interés. En ese contexto, se generó un baculovirus recombinante capaz de 
expresar en cultivo celular de insecto la proteína GPC incorporando las 
glicosilaciones correctas, pero con procesamiento incompleto. El péptido señal 
de GPC, SSP, fue reconocido en el sistema de expresión de células de insecto, 
direccionando la glicoproteína a la membrana plasmática celular. 
Las células infectadas con el baculovirus Ac-GPC permitieron detectar la 
presencia de anticuerpos específicos para JUNV en plasma o suero de 
pacientes de FHA usando formatos de inmunofluorescencia indirecta o de ELISA.  
Además, Ac-GPC resultó inmunogénico: al inocular ratones BALB/c con BV 
pudo observarse la generación de anticuerpos específicos contra JUNV.  
En segundo lugar, con el objetivo de desarrollar una plataforma para la 
exposición superficial de antígenos, se generó un sistema que permite 
obtener baculovirus recombinantes que exponen versiones de la proteína GP64 
fusionada a polipéptidos heterólogos.   
Para comprobar el funcionamiento de los vectores desarrollados tomamos como 
objeto de estudio la glicoproteína de superficie G1 de JUNV. Así, se generaron 
dos baculovirus recombinantes con la capacidad de expresar diferentes 
porciones de la proteína G1 de JUNV en fusión con GP64.  
Se identificó, por métodos bioinformáticos, un péptido que sería responsable de 
la interacción de la proteína G1 de JUNV con su receptor celular. La utilización 
de los BV de los recBV Ac-G1Dis y Ac-G1PD en ensayos in vivo reveló que 
ambos virus inducen la generación de anticuerpos específios contra JUNV.  
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Paralelamente, se desarrolaron vectores que permitieron la generación de 
baculovirus con capacidad transductora en células de mamífero. Esto fue 
evaluado con el baculovirus Ac-ie1GPC y su capacidad transductora se 
evidenció por Western Blot y citometría de flujo. 
En ensayos in vivo inoculando ratones BALB/c con Ac-ie1GPC pudo observarse 
la generación de inmunidad celular específica contra JUNV. Cultivos de 
esplenocitos provenientes de ratones inoculados con dicho baculovirus y pre-
estimulados con JUNV inactivado mostraron actividad citotóxica específica al 
inducir mayores niveles de apoptosis en cultivos celulares con expresión 
superficial de la proteína GPC. 
En función de los resultados alentadores obtenidos, se planea completar el 
estudio con la inoculación de los virus recombinantes Ac-GPC, Ac-G1Dis, Ac-
G1PD y Ac-ie1GPC en modelos animales adecuados y el posterior desafío con 
el agente etiológico. En base a estos estudios se diseñará el desarrollo y 
evaluación de una alternativa a la vacuna que se suministra actualmente, 
pudiendo alcanzar de ese modo a poblaciones de riesgo que en la actualidad no 
pueden ser inmunizadas con una vacuna a virus vivos atenuados. 
Finalmente, en este trabajo exploramos la capacidad de los baculovirus de 
transducir células de mamífero a través de su utilización como vector de terapia 
génica. Para abordar este objetivo tomamos como objeto de estudio al péptido 
pequeño humanina (HN) y su rol en la citoprotección de células tumorales 
adenohipofisiarias.  
Se diseñó un RNA de interferencia específico de HN y de su análogo en rata HNr 
capaz de regular negativamente la expresión de la misma y de revertir su efecto 
anti-apoptótico en células tumorales GH3. Se realizaron ensayos de expresión 
transitoria empleando un vector plasmídico y se observó que el shRNA fue 
funcionalmente activo. 
Posteriormente, se obtuvo un recBV denominado Ac-shHN capaz de vehiculizar 
el shRNA y al utilizarlo para la transducción de las células GH3 se confirmaron 
los resultados previamente obtenidos con transfección plasmídica y se observó 
que la eficiencia de transducción superó notablemente a la eficiencia de 
transfección. 
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Ac-shHN fue capaz de inducir niveles de apoptosis en células GH3 hasta 3 
veces superiores en relación a un baculovirus control. 
Finalmente, los resultados obtenidos en ensayos in vivo mostraron que la 
inhibición de la HNr endógena tuvo un efecto significativo en la progresión de 
los tumores pituitarios.  
Por otra parte, el baculovirus Ac-shHN  ha sido utilizado también en otros 
proyectos de colaboración que involucran otros tipos tumorales. 
Estos resultados podrían ayudar a diseñar terapias que utilicen HN como un 
blanco potencial para el tratamiento alternativo de tumores hipofisarios y de otros 
tipos tumorales empleando al baculovirus AcMNPV como vector para terapia 
génica. 
En conclusión, el baculovirus AcMNPV fue utilizado de forma exitosa en 
diferentes aplicaciones relacionadas con la salud humana y constituye una 
herramienta poderosa para la expresión de proteínas heterólogas, para el 
delivery de antígenos y de genes tanto para la prevención como para el 
tratamiento de diferentes tipos de enfermedades.  
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Perspectivas 
 Profundizar la caracterización de la respuesta inmune desarrollada por los 
recBV Ac-GPC, Ac-G1Dis, Ac-G1PD y Ac-ie1GPC. 
 Confirmar la exposición superficial de los antígenos de interés en el caso 
de Ac-G1Dis y Ac-G1PD. 
 Realizar desafíos con JUNV en un modelo animal suceptible luego de la 
inmunización con cada recBV y combinaciones de los mismos. 
 En función de los resultados obtenidos en el desafío, contemplar la 
posibilidad del escalado para la producción de inóculos y su transferencia 
al sector de Salud Pública. 
 Confirmar el efecto del shRNA específico de HN y HNr por qPCR 
cuantificando los niveles del mRNA de HNr y del rRNA 16S mitocondrial. 
 Repetir los ensayos de progresión tumoral in vivo y analizar si existe 
difusión del recBV fuera del sitio de inoculación en el tumor implantado. 
 Probar el recBV Ac-shHN en otros modelos animales con sistema 
inmunológico activo y evaluar la capacidad inmunogénica intrínseca de 
los baculovirus en sumatoria con la regulación negativa de HN. 
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Materiales 
 
Productos químicos y enzimáticos 
Durante el desarrollo del presente trabajo se utilizaron reactivos de grado 
analítico o de grado biología molecular suministrados por Merck (Darmstadt, 
Alemania), Sigma (St. Louis, USA) y Carlo Erba (Milano, Italia). Las enzimas 
utilizadas fueron provistas por las empresas Stratagene (La Jolla, USA), 
Promega (Madison, USA), New England Biolabs (Beverly, USA) y Gibco BRL- 
Life Technologies (Grand Island, USA). Los componentes de los medios de 
cultivo para bacterias se adquirieron en Difco (Detroit, EE.UU.). Los medios de 
cultivo de células eucariotas fueron suministrados por por Thermo-Fischer / Life 
Sciences / Invitrogen (Grand Island, USA) y los sueros fetales por Bioser (Buenos 
Aires, Argentina). Las cajas de Petri y los frascos de poliestireno, utilizados en el 
cultivo de células fueron provistos por Nunc (Kamstrup, Dinamarca) y Corning 
(EE.UU.). Las fotografías se obtuvieron con un equipo de Electrophoresis 
Documentation and Analysis System 120 (Kodak digital science) o capturador de 
imágenes Epichemi3 Darkroom (UVP Bioimaging Systems). Para la toma de 
imágenes se utilizó un scaner VistaScan 240. La cuantificación de muestras se 
realizó por medidas de absorbancia; con el programa LabWorksTM 4.6 (Image 
Acquisition and Analysis Software) o con Nanodrop Spectrophotometer ND-1000. 
Algunos plásmidos fueron recibidos de Clontech Laboratories / Takara Bio; otros 
fueron gentilmente cedidos por colegas. En particular, se agradece la gentileza 
del Dr. Jeon-Ho Je (Seul, Corea del Sur) por compartir con nosotros el bácmido 
bAcGOZA y el plásmido pBacPAK9. 
Soluciones  
Todas las soluciones preparadas fueron esterilizadas por tratamiento de calor en 
autoclave a 121oC a 1 atmósfera de sobrepresión. Las soluciones termolábiles 
fueron esterilizadas por filtración con filtro de diámetro de poro de 22 µm. El agua 
utilizada en las soluciones fue bidestilada, filtrada por columna de intercambio 
iónico y esterilizada en autoclave. 
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Soluciones para la extracción de plásmidos  
Alcoholes: etanol 96% y 70%. 
Solución I: glucosa 50 mM, Tris-HCl 25 mM (pH=8) EDTA 1 mM 
Solución II: NaOH 0,2 N; SDS 1% 
Solución III: acetato de potasio (KAcO) 5M, pH=4,8  (5M acetato) 
Buffer TE: Tris•HCl 10 mM (pH=8) EDTA 1 mM 
Acetato de sodio (NaAcO) 3 M: se pesó 246,1 gramos de NaAcO y se disolvió 
en agua bidestilada. Se llevó a pH 5,2 con ácido acético glacial y se añadió agua 
hasta llegar a un volumen final de 1 L. 
Cloroformo : alcohol isoamílico (24:1): 24 partes de cloroformo y 1 parte de 
alcohol isoamílico. 
Fenol: fenol equilibrado con fase acuosa a pH 8  
Soluciones de antibióticos 
Los antibióticos se disolvieron en agua bidestilada estéril a una concentración 
final de 100 mg/ml y se esterilizaron por filtración. 
Soluciones para la resolución de ácidos nucleicos mediante 
electroforésis 
Buffer de corrida TAE (Tris-HCl, ácido acético, EDTA) 50 X: 242 Tris base, 57,1 
ml ácido acético glacial y 100 mM EDTA 0,5 M pH=8,0. Completado a 1 L con 
agua.  
TAE 1X: Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM. 
Solución Stock Bromuro de etidio: 10 mg/ml BrEt, conservado en oscuridad.  
Geles de agarosa: agarosa 0,3% - 2% en buffer TAE 1X. 
Solución de siembra: TAE 1X, glicerol 30% y colorantes xilen cianol FF y azul de 
bromofenol. 
Soluciones para el análisis de proteínas mediante electroforesis en geles 
de poliacrilamida con SDS 
Gel separador: 18, 12, ó 10%, dependiendo del experimento. El gel se prepara 
a partir de una solución concentrada de acrilamida : bisacrilamida (30:0,8) 
diluyendo en buffer de separación 1 X (TrisHCl 0,375 M, pH 8,8; SDS 0,1%). Se 
agrega además persulfato de amonio y TEMED al 0,1 y 0,01%, respectivamente. 
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Agregar luego de desaerear la solución de acrilamida:bis inmediatamente antes 
de la verter la solución entre las placas de vidrio ensambladas del equipo (en 
nuestro caso: MiniPortean II, BioRad) 
Gel concentrador: 5%. El gel se prepara a partir de una solución concentrada de 
acrilamida:bisacrilamida (30:0,8) diluyendo en buffer concentrador 1 X (TrisHCl 
125 mM, pH 6,8; SDS0,1%). Se agrega además persulfato de amonio y TEMED 
al 0,1 y 0,01%, respectivamente. 
Buffer de corrida 1 X: Tris base 25 mM; glicina 250 mM, pH 8,3; SDS 0,1% 
Solución para siembra de muestras 4 X: Tris-HCl 200 mM, pH 6,8; glicerol 40,0%; 
SDS 8,0%; β-mercaptoetanol 8,0%; azul de bromofenol 0,4% 
Solución de tinción:  Coomassie Brilliant Blue R-250 0,25% p/v; metanol 45% v/v; 
ácido acético 10% v/v; Se lleva a 100 ml con H2O. 
Solución de decoloración: etanol 30% v/v; ácido acético 10% v/v. 
Soluciones utilizadas en reacciones enzimáticas: 
Las distintas reacciones de digestión se llevaron a cabo incubando el DNA a 
digerir con la enzima correspondiente, teniendo en cuenta la actividad de la 
enzima y utilizando el buffer de digestión, la cantidad de enzima y el tiempo y 
temperatura de incubación recomendados por el proveedor. Los volúmenes de 
digestión variaron con la masa de DNA digerido de 5 µl a 100 µl.  
Cepas bacterianas 
Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron las cepas la cepa de Escherichia 
coli DH5α™ y TOP10, que posee los siguientes genotipos: 
DH5α™: F- φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF) U169 deoR recA1 endA1 hsdR17 (rk-, 
mk+) phoA supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1 tonA (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 
TOP10: F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 deoR recA1 
endA1 araΔ139 Δ(ara, leu)7697 galU galK λ- rpsL(StrR) nupG (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA). 
Medios para cultivo de bacterias 
Medio LB: se disuelven 5 g de NaCl, 10 g de triptona y 5 g de extracto de levadura 
en aproximadamente 700 ml de agua destilada. Una vez disueltos los reactivos 
se ajusta el volumen a 1 litro con agua destilada. Se esteriliza en autoclave. Para 
preparar medios sólidos se agrega 15 g de ágar por cada litro de medio líquido. 
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Antibióticos para cultivo de bacterias 
Ampicilina: se disuelven 100 mg de ampicilina sódica en 1 ml de agua bidestilada 
estéril. Se esteriliza por filtración. Esta solución se considera 1000x. 
Medios para cultivo de células de insectos 
Grace’s, Thermo-Fischer / Life Sciences / Invitrogen (Grand Island, USA) 
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Bioser, Buenos Aires, Argentina) 
y gentamicina (50 µg/ml). 
Antifúngicos y Antibióticos para cultivo de células 
Anfotericina B: se disuelven 2,5 mg en 1 ml de agua bidestilada estéril. Se 
esteriliza por filtración. Esta solución se considera 1000x. 
Gentamicina: se disuelven 50 mg en 1 ml de agua bidestilada estéril. Se esteriliza 
por filtración. Esta solución se considera 1000x. 
Animales  
Todos los experimentos con animales fueron de acuerdo a la ley 14346 de la 
República Argentina “Malos tratos y actos de crueldad a los animales”.  
Todos los animales recibieron comida y agua ad libitum. Todos los 
procedimientos experimentales fueron acordes a los principios éticos vigentes 
para el trato de animales de experimentación y los protocolos, autorizados por 
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) 
de la Facultad de Ciencias Exactas (UNLP) y de la Facultad de Medicina (UBA).  
Métodos 
Preparación de DNA plasmídico 
La purificación de DNA plasmídico se efectuó por el método de lisis alcalina 
(Birnboim & Doly, 1979). 
Se cultivaron bacterias E. coli (DH-5α o TOP10) en medio LB a 37°C con 
agitación (200 rpm) hasta saturación con el antibiótico correspondiente. Se 
centrifugó 1,5 ml de estos cultivos a 14000-18000 x g durante 30 segundos en 
un tubo Eppendorf y se descartó el sobrenadante. Este procedimiento se repitió 
cinco veces rellenando el mismo Eppendorf. Se añadieron 200 µl de Solución I 
al sedimento obtenido y se lo resuspendió con vórtex. Luego se agregaron 400 
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µl de Solución II. Después se invirtió suavemente el tubo 5 a 10 veces o hasta 
observar la clarificación de la suspensión y se incubó en agua-hielo durante 5 
min. Luego se neutralizó el pH con 300 µl de Solución III (a 4 oC) y se incubó 
durante 2-5 min en agua-hielo. El tubo Eppendorf se centrifugó 5 minutos a 
14.000-18.000 x g a 4oC y se extrajo el sobrenadante (DNA plasmídico) evitando 
tomar el precipitado de DNA  romosómico, restos celulares y proteínas 
acomplejadas con el SDS. Los RNA celulares de esta solución se degradaron 
por incubación con RNAsa A (20 μg/ml) durante 30 min a 37°C. El DNA 
plasmídico se aisló de las proteínas por dos extracciones sucesivas con fenol y 
cloroformo:alcohol isoamílico (24:1) y se concentró por precipitación etanólica (2-
2,5 volúmenes) o con isopropanol (1 volumen). La preparación plasmídica se 
purificó luego con polvo de sílice.  
Precipitación de ácidos nucleicos 
Los DNA virales fueron precipitados mediante la adición de 0,1 volúmenes (vol) 
de NaAcO 3 M más 2,5 volúmenes de etanol 96%. Alternativamente, se 
precipitaron los DNA por adición de 0,3 vol de NaAcO 3 M más 0,6-1,0 
volúmenes de alcohol isopropílico. En cualquiera de los dos protocolos, las 
soluciones se centrifugaron a 14.000 x g y 4 oC durante 30 min. Las sales fueron 
lavadas con solución de etanol 70%, preparado con agua bidestilada estéril. El 
sedimento se secó a temperatura ambiente. El DNA se resuspendió en agua 
bidestilada estéril. 
Electroforesis en geles de agarosa 
Se pesó agarosa en un frasco de vidrio, se añadió buffer TAE (con bromuro de 
etidio 0,5 μg/ml) y se calentó en horno microondas hasta disolución de la agarosa 
en el buffer. Una vez que la agarosa se enfrió, pero aún se encontraba en estado 
líquido, se virtió un volumen conveniente sobre un molde acrílico con un peine 
para generar las calles de siembra de muestra. Una vez gelificada la agarosa, el 
gel se colocó en una cuba de electroforesis y se lo cubrió con buffer TAE. Las 
muestras de DNA se mezclaron con buffer de muestra y se depositaron dentro 
de las calles del gel. Los DNA se resolvieron aplicando un voltaje entre 80-120 
V en caso que los tamaños de los fragmentos fueran pequeños o de 50-70 V 
para fragmentos grandes y en geles de menor concentración (0,3- 0,6%). Las 
electroforesis se realizaron en aparatos BIO-RAD. Los DNA se visualizaron por 
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transiluminación con luz ultravioleta de 310 nm (Fotodyne, EE.UU. o Stratagen, 
EE.UU.) y las imágenes se capturaron con un aparato de documentación de 
geles Electrophoresis Documentation and Analysis System 120 (Kodak Digital 
Science). 
Purificación de fragmentos de DNA por adsorción a polvo de sílice 
Los fragmentos de DNA o de productos de amplificación, se purificaron a partir 
de geles de agarosa por adsorción a polvo de sílice (Geneclean Bio 101 Inc.). 
Se extrajo la porción del gel conteniendo la banda de interés y se incubó en 3 
volúmenes de NaI saturado durante 5 min a 60°C. Posteriormente, se 
resuspendió con 20 μl de polvo de sílice (previamente resuspendido) y se incubó 
con agitación durante 5 min. La solución fue centrifugada durantes 10 segundos 
a 14-18.000 X g. El sobrenadante se descartó y el precipitado fue lavado con 
200 μl de solución New Wash (NaCl, etanol y agua), este paso se repitió 2 veces. 
Este precipitado fue secado durante 5 min a temperatura ambiente y luego 
resuspendido en una cantidad conveniente de de agua bidestilada. Se centrifugó 
30 seg a 14-18.000 X g y el sobrenadante con el DNA de interés se transfirió a 
otro tubo que fue conservado a -20 °C hasta su uso. El protocolo anterior fue 
adaptado para la purificación de minipreps. En este caso, se agregaron 3 
volúmenes de NaI a la solución III de miniprep y 20 µl de polvo de sílice, siendo 
el resto de los pasos iguales.   
Preparación de bacterias E. coli electrocompetentes 
Se cultivaron bacterias E. coli DH5α hasta saturación. Ese cultivo se diluyó 1/20 
en medio LB sin NaCl (1.000 ml) y se cultivó a 37 °C con agitación de 180-220 
rpm hasta alcanzar 0,5 a 0,6 unidades de densidad óptica a 600 nm. En este 
punto, el cultivo se enfrió en agua hielo durante 30 min. Posteriormente, se 
centrifugó el cultivo a 2800xg durante 20 minutos a 4 ºC y el sedimento de 
bacterias se resuspendió en 500 ml de glicerol 10% (v/v) preparado en agua 
bidestilada estéril. El proceso de resuspensión y centrifugación se repitió dos 
veces, disminuyendo el volumen de glicerol utilizado en los lavados, reuniendo 
los sobrenadantes resuspendidos de dos recipientes en uno. Finalmente, las 
bacterias se resuspendieron en 2 ml de glicerol 10%, se separaron en alícuotas 
y se congelaron rápidamente a -80 0C hasta el momento de su uso.  
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Transformación de E. coli por electroporación 
La transformación de bacterias electrocompetentes se realizó en un 
electroporador Gene Pulser TM (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.). Se mezclaron 
50 μl de bacterias electrocompetentes con 2 μl reacción de ligación. Esta mezcla 
se colocó en una cubeta de electroporación fría de 0,2 cm de distancia entre los 
electrodos y la mezcla se sometió a un pulso de 2,2 kV. Las variables 
capacitancia y resistencia se fijaron en 25 μF y 200 ohm (Ω), respectivamente. 
Inmediatamente luego del pulso eléctrico, se añadió 1 ml de medio LB sin 
antibiótico a las bacterias y se las incubó 1 h a 37 oC con agitación. Se sembraron 
200 y 300 μl de cultivo en placas de LB con el agregado de antibiótico de 
selección (ampicilina 100 μg/ml). Las placas se incubaron 18-24 h a 37 oC.  
Colony PCR 
Con palillos estériles se tomaron las colonias resultantes de las diferentes 
transformaciones y se estriaron en una placa de agar LB con el antibiótico. El 
remanente de bacterias en el palillo fue depositado en un tubo eppendorf con 
agua estéril, reuniendo hasta 10 colonias en cada tubo. Los tubos eppendorf 
fueron incubados en un baño de agua a 100°C durante quince minutos, para 
provocar la lisis celular y liberación del DNA plasmídico. Posteriormente, cada 
tubo se centrifugó a 14-18.000 X g durante 5 min. Las reacciones de 
amplificación se realizaron en las condiciones descriptas anteriormente, 
utilizando 1 µl del sobrenadante como molde en 10 µl de volumen final y 
empleando los primers correspondientes. Los pooles que presentaron una señal 
positiva por PCR fueron analizados en una colony PCR  individual, con una 
colonia por tubo, a partir de las estrías del proceso anterior.  
Reacciones de amplificación por PCR 
Las reacciones de amplificación de DNA fueron llevadas a cabo en los cicladores 
térmicos Eppendorf (Mastercycler Gradient) y Thermo (PCR Sprint). Las 
reacciones en las que se iba a utilizar el producto de amplificación para clonación 
se utilizó la DNA polimerasa Taq (Embiotec) si el producto era menor a 1000 pb. 
En las reacciones de caracterización se usó la misma polimerasa. La mezcla de 
reacción fue diseñada de acuerdo a las indicaciones de los fabricantes la enzima, 
variando únicamente la concentración de MgCl2. Para la clonación de productos 
de más de 1000 pb se utilizó la enzima Long Taq (Dongsheng Biotech Co., Ltd.), 
Matías Luis Pidre – Tesis Doctoral 
144 
 
siguiendo las recomendaciones del fabricante y variando la concentración de 
MgCl2 y enhancer.  
Mantenimiento de células 
Las células High FiveTM (BTI-TN-5B1-4) y Sf9 se mantuvieron a 27°C en medio 
Grace´s (InvitrogenTM) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Bioser) y 
50 μg/ml de gentamicina (Parafarm).  
Congelamiento 
Para el congelamiento se partió de monocapas de células confluentes de frascos 
T25. Se extrae el medio de cultivo y se agregan 5 ml de medio Grace´s 
conteniendo 10% SFB y 10% DMSO. Se suspendieron las células 
mecánicamente y se alicuotaron en criotubos de polipropileno de 2 ml. Luego se 
procedió a un congelamiento graduado hasta -80°C, colocando los criotubos en 
contacto con una suspensión de etanol o glicerol.  
Transfecciones 
Como reactivo de transfección se utilizó Cellfectin o Cellfectin II (InvitrogenTM). 
Se utiliza el protocolo sugerido por el fabricante. Brevemente, para la 
transfección de una placa de 10 cm2 se realizó una mezcla de DNA a transfectar 
con 200 µl de medio sin suero y otra mezcla de 5 µl de Cellfectin y 200 µl de 
medio sin suero. Las mezclas de DNA y Cellfectin se mezclaron por goteo suave 
y se esperó 15 minutos (Cellfectin II) o 30 minutos (Cellfectin) para permitir la 
formación de complejos DNA-Reactivo de transfección. Se retiró el sobrenadante 
de la placa de cultivo a transfectar y se lavó 3 veces con medio sin suero. 
Finalmente, se goteó suavemente la mezcla de transfección sobre la placa. 
Luego se agregaron 400 µl adicionales de medio sin suero para completar el 
volumen mínimo de medio requerido por la placa para la supervivencia de las 
células. Al día siguiente se extrajo el medio de transfección y se agregaron 2 ml 
de medio completo.  
Métodos que involucran manipulación de baculovirus en cultivo celular  
Para el mantenimiento de virus en cultivo celular, se siguieron los protocolos 
sugeridos en los libros de referencia “Baculovirus Expression Vectors: A 
Laboratory Manual” [151] y “Baculovirus and Insect Cell Expression Protocols” 
[152]. 
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Extracción fenólica para obtención del DNA viral y del bácmido 
Este método se empleó para separar proteínas de soluciones de ácidos 
nucleicos de preparaciones de viriones de los recBV tratados con proteinasa K y 
de lisados bacterianos que contenían el bácmido bAcGOZA. El DNA se extrajo 
con un volumen de fenol para eliminar proteínas. Una vez añadida la solución 
orgánica al tubo, se mezcló suavemente por inversión durante 10 min y se 
centrifugó durante 5 min a 14-18000 x g y se tomó la fase acuosa cuidando de 
no extraer material de la interfase. El procedimiento se repitió con 
cloroformo:alcohol isoamílico (24:1). 
Inmunofluorescencia 
Las células adheridas a los cubreobjetos fueron fijadas con paraformaldehído al 
4%, seguido de lavados con PBS 1X, o en su defecto con solución fisiológica. El 
bloqueo de sitios no específicos se realizó incubando 20 min a TA con buffer de 
bloqueo (PBS-T 2% SFB). Los vidrios fueron incubados con los respectivos 
antisueros (conejo anti-elastasa Calbiochem-Merk Millipore Darmstad, 
Alemania), usualmente en una dilución 1:100 en buffer de bloqueo por 1 h a TA, 
seguido de lavados, e incubaciones con anticuerpos secundarios unidos a 
fluoróforos. Los núcleos celulares se tiñeron con ioduro de propidio o DAPI. 
Finalmente, los preparados fueron montados con polymount y cubreobjetos para 
ser observados con posterioridad en un fotomicroscopio Nikon E200. 
Aislamiento de esplenocitos  
Para el aislamiento de esplenocitos, en condiciones de esterilidad, se colectaron 
los bazos de los animales al finalizar el experimento (14 dpi) en medio RPMI-
1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino (RPMI-10). Los esplenocitos 
se extrajeron presionando los bazos contra una malla metálica sobre una caja 
de Petri con 1-2 ml de medio RPMI-10. Luego, la suspensión celular fue 
transferida a un tubo cónico de 15 ml y se llevó a 4 ml con el mismo medio. Las 
células se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min a 8 °C y se resuspendieron 
en 4 ml de cloruro de amonio 0,1 M para lisar los glóbulos rojos. La suspensión 
se mezcló con vortex unos segundos, se incubó en hielo durante 3-4 min, se 
completó con 10 ml de medio RPMI-10 y se centrifugó a 1500 rpm durante 5 min 
a 8 °C. El sobrenadante se descartó y el procedimiento se repitió otra vez para 
asegurar la lisis completa de los eritrocitos. Finalmente, las células se lavaron 
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con el medio RPMI-10, se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min a 8 °C y se 
resuspendieron en 500 μl del mismo medio. El recuento de los esplenocitos vivos 
se realizó en una cámara de Neubauer utilizando el colorante azul tripán, el cual 
ingresa sólo en las células no viables, dejando a las viables incoloras. Se 
realizaron suspensiones con una concentración de 107 células en 2 ml de medio 
RPMI-10, las cuales fueron estimuladas con 4 x 106 PFU de JUNV inactivado 
previamente con PFA 4%, en 100 μl del mismo medio.  
ELISA 
Se sembraron placas de 96 pocillos con células de insecto Sf9 infectadas con 
los baculovirus recombinantes correspondientes (107/ml) en buffer carbonato 
(pH 9.6) y se incubó overnight a 4ºC. A continuación, la placa se bloqueó con 5% 
de leche descremada en PBS-T durante 1 hora a 37 °C para disminuir el pegado 
inespecífico. Luego de lavar la placa tres veces con PBS-T, se realizaron 
diluciones seriadas al medio de las muestras de suero (a partir de 1:16), 
incubando 2 horas a 37 °C. La placa se lavó tres veces con PBS-T y se incubó 
1 hora a 37 °C con 50 µl de una dilución 1:2000 de IgG de cabra anti ratón 
biotinilados, seguidos de la incubación con estreptavidina conjugada con HRP 
1:4000 (todos los anticuerpos se compraron en Sigma). Finalmente, se lavó 
nuevamente tres veces con PBS-T y se reveló con 1 mg/ml de o-fenilendiamina 
(OPD) en buffer citrato-fosfato pH 5 (24,3% ácido cítrico 0,1M, 25,7% fosfato 
disódico 0,2M), más 1 μl/ml de agua oxigenada 30 volúmenes. La reacción 
prosiguió durante 15-20 min y se detuvo agregando 50 μl de ácido sulfúrico 4N 
en cada pocillo. La absorbancia se midió a 492 nm en un lector de microplacas 
(TP-reader, Thermo) contra la absorbancia de controles.  
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 Oligonucleótidos 
Nombre del oligonucleótido Secuencia 5´a 3´ 
gp64Fw TATATGAGCTCAAGGTTGTGAGTTCAAGTCTC 
gp64Rv GACCTGATATCAAGGGTGTAATACTCTTTA 
ins1Fw GTCACTAAGCTTCCCGGGATGCTACTAGTAAATCAGTCAC 
ins1Rv GTCACTAAGCTTTCTAGATGAGGCATCTTATATACCC 
ins2Fw GTCACTGGTACCGAATTCGCGGAGCACTGCAACGCGC 
ins2RV GTCACTGGTACCGCTAGCTTTCGCAAAGGCAGAATGCGCCGCCG 
g1Fw CATGAATTCGAAGAAGCTTTTAAAATC 
g1Rv CATGAATTCTAAAGACCTCCTTGGAAGC 
g1pdFw CATGCTAGCGGTACCAACAAGAGCCATCTTTAC 
g1pdRv CATGAATTCGGTACCTATAACGTCATATTCTGG 
egfpFw CATGAATTCGGTACCATGGTGAGCAAGGG 
egfpRv CATGAATTCGGTACCCTTGTACAGCTCGTC 
promie1Fw GTGAAGATCTGGCCAGATATACGCGTTGAC 
promie1Rv GTGAAGATCTGCCAGTAAGCAGTGGGTTC 
Tabla VI. 1 Oligonucleótidos empleados en los ensayos de PCR. 
 
Análisis estadístico  
En los gráficos de barras, los datos han sido expresados como promedio ± error 
estándar de la media o SEM (del inglés, standard error of the median). Las 
diferencias entre los grupos se determinaron con la prueba t de Student o el 
análisis de la varianza (ANOVA) de dos vías, con posterior aplicación del test de 
comparación múltiple de Bonferroni, según correspondiera. El análisis de 
contingencia se realizó mediante el Test Exacto de Fisher. Los valores de p < 
0,05 se consideraron estadísticamente significativos. 
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Mapas de vectores comerciales utilizados 
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